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CAPITOL 0

RESUM

Les malalties articulars representen un problema de salut rellevant amb un prevalenga
molt alta (a Europa pot variar entre el 11% i el 25% de la poblacié adulta) i que continua
augmentant dia a dia en el mén occidental, ja que no existeixen tractaments curatius. L’abséncia
de tractaments, entre d’altres causes, provoca la cronificacié d’aquestes malalties i I'aparicié de
problemes secundaris que afecten greument a la qualitat de vida de les persones que les
sofreixen. Durant els ultims anys, les cél-lules mare mesenquimals adultes i les seves propietats
regeneratives s’han estudiat intensament per trobar aplicacions factibles per a la cura d'aquestes
malalties. La combinacié d’aquestes cél-lules amb materials sintétics, com els biopolimers, ha fet
sorgir una nova branca médica, la medicina regenerativa. El potencial, tant econdomic com social,
d’aquestes noves terapies és molt alt. En el camp de la regeneracié del cartilag articular fa uns
anys que ja existeixen terapies cel-lulars com el transplantament autdleg de condrdcits o la
mosaicoplastia. Totes dues técniques estan limitades per I'element regenerador (condrocits,
periosti), les dificultats técniques i les complicacions secundaries al tractament. Es per aquestos
motius que s'estan desenvolupant noves terapies alternatives com la que es proposa en aquest

treball.

El treball que es presenta a continuacié aborda el desenvolupament d’una terapia
basada en la medicina regenerativa per a la regeneracio de lesions osteocondrals, on el cartilag
articular afectat no es pot reparar ni regenerar per si sol.




Resum

Aquesta memoria s’estructura, doncs, de manera que inicialment es fa una introduccid
(capitol 1), on es realitza una descripcid exhaustiva del cartilag hiali, la seva estructura,
fisiopatologia i les malalties que deriven de la seva degeneracié. A més, es realitza una revisio
dels diferents tractaments de les patologies osteocondrals, fent especial mencié al
transplantament autoleg de condrocits (TAC), descrivint-ne els avantatges i inconvenients.
Finalment s’introdueix el concepte de la medicina regenerativa i la seva possible aplicacio a la
problematica traumatologica osteocondral actual, introduint els principals aspectes a tenir en
compte sobre les cel-lules, els biopolimers i les interaccions cellula-polimer a nivell de

senyalitzacio molecular, els tres aspectes fonamentals d’aquestes noves terapies.

Seguidament (capitol 2), es plantegen els principals objectius del treball. A continuacié
(capitol 3), es caracteritzen les fonts de cel-lules mare mesenquimals adultes (CMMA) provinents
de tres teixits diferents: cartilag hiali, moll d'os i greix. Es posen a punt els métodes d’aillament i
expansid, i es realitza una caracteritzacié de les cinétiques de creixement de les CMMA,
s'analitza el fenotip, la fisiologia, la morfologia i la multipotencialitat. A més es comparen les
morfologies durant 'expansié amb diferents sérums com el fetal bovi i l'autoleg preparat a partir
d’extraccions de sang. En la major part de la caracteritzacié s'utilitza un model animal ovi, ja que
en la discussid que es realitza en el capitol 1, es considera un model animal adient per a

extrapolar els resultats d’'una regeneracié d’una lesié osteocondral.

En el capitol 4 es planteja un assaig preclinic per a la regeneracié de lesions
osteocondrals, en el model animal escollit, mitjiangant un constructe format per CMMA i un
polimer sintétic, I'Acid poli-lactic-co-glicolic (PLGA). El PLGA s’estudia en aquest capitol a nivell
de porositat i la seva capacitat per ser colonitzat homogéniament per les CMMA. Un cop
aconseguida la colonitzacio es procedeix a la caracteritzacio histologica i de degradacio del
PLGA. En el mateix capitol es posa a punt un experiment pilot de I'assaig preclinic on s'aillen
CMMA de cartilag hiali extret d'una ovella, s'expandeix, es colonitza en un cilindre de PLGA i es
reintrodueix artroscopicament a l'articulacié femorotibial, on préviament s’ha generat una lesio
osteocondral artificial, per avaluar la possible regeneracié o reparaci6 amb els resultats
macroscopics, imatges de ressonancia magnética i histologia de les mostres.
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Al capitol 5 es realitza un assaig preclinic, consistent amb un experiment similar amb
totes les fonts de CMMA que s’han caracteritzat durant el treball (moll d’os, cartilag hiali i greix),
amb un nombre superior d’'animals i amb els temps d’estudi ampliats a 6 i 12 mesos. Es realitza
el mateix analisi dels resultats que al capitol 4, amb una discussié sobre I'eficacia i la seguretat
del tractament desenvolupat per a la regeneracié de lesions osteocondrals en model ovi. Al

capitol 6 es resumeixen les principals conclusions extretes del treball.

Finalment, es presenten els materials i métodes emprats (capitol 7), i en I'apendix
(capitol 8), es recull informaci6é detallada de I'avaluacio dels resultats experimentals d’aquest
treball.
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CAPITOL 1

1. INTRODUCCIO

1.1. La medicina regenerativa i les seves aplicacions en traumatologia

Segurament un dels referents més antics a la regeneracié de teixits es pot trobar a la
mitologia grega, amb la llegenda de Prometeu (figura 1.1), a qui Zeus va condemnar a que una
aliga fes malbé el seu fetge devorant-lo dia a dia, perd la immortalitat del tita li permetia regenerar

el fetge i continuar vivint, posant de relleu les capacitats de regeneracio inherents als teixits.

Figura 1.1 “El turment de Prometeu”. Peter Paul Rubens, 1614.
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La introduccié del metode cientific a la recerca, va significar un avang en el coneixement
de la biologia i les malalties. El concepte de la utilitzacié d’un teixit com a reemplagament d’un altre
que ha perdut la seva funcié va ser desenvolupat al segle XVI per Taglizacozzi, a Bologna, en el
tractat de cirurgia Decusorum Chirugia per Insitionem, on es descrivia la utilitzacié d’un penjall de

I'avantbrag com a substitut del nas (Lanza et al. 2007).

La tecnologia quirdrgica i el desenvolupament de la medicina regenerativa al segle XX han
permés avangar significativament cap a la fabricacio de novo de teixits funcionals que puguin
substituir aquells que ja no es poden recuperar ni reemplagar. Malgrat el gran aveng fet en la
tecnologia del transplantament d’érgans, aquest continua presentant severes limitacions que fan
necessari el desenvolupament d’altres metodologies alternatives. Entre les complicacions que
presenten els transplantaments es troben les infeccions intra i post-operatories, la

immunosupressié o 'aparicid de processos neoplasics.

L’enginyeria tissular és una area emergent que es va definir fa uns anys com “un camp
interdisciplinari que aplica els principis de I'enginyeria i els de les ciencies de la vida per al
desenvolupament de substituts biologics que recuperin, mantinguin o millorin els teixits funcionals”
(Vacanti et al. 1993). Els components clau per desenvolupar I'enginyeria tissular i la medicina
regenerativa (figura 1.2) son les cél-lules, els polimers, els factors de diferenciacié i la combinacié

correcta de tots ells per generar el teixit desitjat.
Polimers

Gals
Bigmescinkca

Medicina
Regenerativa

/s

CARMA Factors de cretaemaent
CME Invtergooi oéd ula-calula
iP5 Bdatriu extracel-hular

Figura 1.2 Els tres pilars de la medicina regenerativa. Els suports 3D (biomatrius), les céllules i la
senyalitzacié cel-lular.
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En el camp de les malalties musculoesquelétiques, durant els ultims 30 anys hi ha hagut
un aveng altament satisfactori en el tractament de les patologies, perd continua havent-hi, per
exemple, un 10% de pacients joves en els que no funcionen les protesis de genoll o fallen en el
seguiment a llarg termini. Qualsevol tractament quirdrgic o ortopedic persegueix I'objectiu de la
restitucié de la morfologia i funcié originals del teixit afectat. L'enginyeria de teixits i la medicina
regenerativa combinen aspectes de la biologia cel-lular, 'enginyeria, ciencia de materials i cirurgia

també amb I'objectiu final de la regeneracié funcional del teixit (Goldberg et al. 2004).

Regeneraci6 i reparacié sén dos processos fonamentalment diferents. La reparacié fa
referéncia al restabliment fisic 0 mecanic dels teixits o drgans danyats o malalts. En certes
situacions, la reparacio mitjangant teixit cicatricial, resultat de la reparaci6 rapida, pot funcionar
satisfactoriament, com en les fases primerenques de la reparacid Ossia. Pel contrari, la
regeneracid és un procés relativament més lent que en Ultima instancia resulta en una duplicaci6
biologica i funcional del teixit perdut. La regeneracié és un procés que s'observa en infants, pero

rarament es troba en els adults (Caplan 1991).

La medicina regenerativa intenta assolir els seguents objectius (Caplan 2003):

- Reposicio fisica del teixit que manca amb un neoteixit biocompatible.
- Generaci6 del neoteixit, no la reparacié del teixit que manca.

- Regular i integrar el neoteixit al ninxol corresponent, restablint de forma natural la funci6 primaria.

Aquest treball es centra en una determinada patologia, les lesions de cartilag articular,
d’etiologia molt variada, i que actualment sén un problema sense soluci6 eficag. Ja al 1743,
William Hunter va afirmar “un cartilag ulcerat és un problema important, un cop destruit no es
repara mai mes” (Hunter 1743), i malgrat haver transcorregut quasi tres segles, I'afirmaci6
continua sent valida. Les lesions de cartilag articular sén frequients a I'articulaci6 del genoll, i si no
es tracten poden tornar-se simptomatiques i progressivament degenerar cap a artritis prematures o

osteoartritis.

Les malalties de les articulacions afecten a més de 500 milions de persones arreu del Mon
(Diligence 2002). Aquestes tenen un denominador comu, les lesions generades al cartilag hiali

durant el curs de la malaltia. Hi ha diferents tipus de lesions de cartilag, entre les que es troben les
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derivades per traumatismes o les que deriven d’'una degeneracio progressiva pel desgast del
temps o sequeles de fractures. Aquesta ultima afectacié s'anomena comunament Osteoartritits
(OA) i és la principal malaltia implicada en les lesions de cartilag. S’estima que als EUA I'any 2005
hi havia 45 milions d’afectats. Es dificil fer una estimacio global degut a la diferent predisposicié
d’algunes etnies a sofrir 'OA, pero s’estima que I'any 2020 els afectats per OA superaran els 60

milions, aproximadament un 20% de la poblacio total dels EUA (Insight 2003).

Una de les causes de I'OA en les articulacions és la degradaci6 de la cavitat sinovial de
larticulacié i en conseqiiéncia, del cartilag articular. El fet de perdre la capacitat d’amortir les
forces de cisalla del moviment articular causa una progressiva atrofia del masculs adjacents. Les
principals articulacions afectades sén el genoll, I'espatlla, el maluc, etc. Altres factors que
comporten OA son la predisposicid genetica, desgast muscular, lesions esportives, fractures mal

curades, obesitat, etc.

Altres malalties, com a consequéncia de la degeneraci6 del cartilag hiali son els defectes
osteocondrals, ja siguin derivats d’una patologia de base del pacient o d’'un trauma sofert per
aquest. Les lesions que destrueixen el cartilag articular poden esdevenir per traumatismes
mecanics o degeneraci6 mecanica progressiva. En els primers, un impacte directe o altres
traumatismes poden lesionar el cartilag, i ocasionalment, un fragment de cartilag articular es
separa de I'os subcondral subjacent. Aquest fragment s’anomena “cos lliure” i pot interferir amb la
congruéncia i la funcié normal de l'articulaci6 afectada. En canvi, la degeneracié mecanica
evoluciona amb una pérdua progressiva de I'estructura i la funcié del cartilag articular provocant
desgast i ruptures posteriors. Aquesta pérdua inicial de cartilag evoluciona des d'un estovament
cap a una fragmentacié estructural del cartilag, fins a una alliberacié de fragments macroscopics
de teixit cartilaginds, deixant al descobert 'os subjacent sense proteccid per al desgast i les
ruptures que diariament minven la resisténcia i la congruéncia de l'articulacid, degenerant en

alguns casos cap a patologies com I'osteoartritis.

Els tractaments actuals disponibles es basen en protesis i implants tissulars, perd aquests
metodes tenen diverses limitacions, com ara les infeccions associades a artroplasties totals i la
baixa disponibilitat de donants compatibles. Aquests inconvenients han estimulats que la recerca
es dirigeixi cap a métodes funcionals de reemplagament darticulacions basats en la terapia

cellular o I'enginyeria de teixits.
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1.1.1. Estratégies per la regeneracio de teixits.

La regeneraci6 de teixits implica la combinacio de diferents arees basiques i aplicades. La
figura 1.3 representa el procés general que planteja la medicina regenerativa per a la regeneracié

de teixits.

Céllules Biomatrius
: Seleccio de
—  Font cel-lular ko)
h r b r
o it | | Dissenyi
Caracteritzacio Matsigrisd o8
|| Processati | Proves fisiques |
manufactura biomecaniques

S

* CONSTRUCTE BIOMATRIU-CEL-LULES
+ Creixement cel-lular, interaccions biomatriu-cel-lules

« CARACTERITZACIO DE PRODUCTE FINAL
* Lots, seguretat, estructura constructe, biodegradabilitat, poténcia

» ESTUDIS PRECLINICS

» ESTUDIS CLINICS - ASSAIG CLINIC

Figura 1.3 Procés global d'obtenci6 d'un producte destinat a terapia cel-lular (adaptat de (Lee et al. 2010).
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Per una part hi ha les cél-lules, on cal escollir la font cellular, el seu origen, ja sigui
autoleg o heteroleg, les caracteristiques del donant i la biodisponibilitat. Per garantir el seu
correcte Us, s’han de realitzar els perfils de proliferacio i proves de contaminacié de qualsevol de
les linies cel-lulars amb les que es treballa. Aquestes linies cel-lulars, si han de ser per aplicacio
clinica humana, es recomana tenir un stock en un banc de cél-lules per poder realitzar els tests
requerits en qualsevol moment, com iniciar expansions cel-lulars paral-leles de seguretat. Aquesta
estratégia s'utilitza generalment en linies cel-lulars heterdlogues. Un cop determinada la font
cel-lular i conegudes totes les seves caracteristiques, s’han de tenir en compte aspectes com el
processat i la manufactura d’aquestes cél-lules d’acord amb la reglamentacié establerta per a I'ls
de noves terapies cel-lulars, que han de complir amb les Normes de Correcta Fabricacié o Good
Manufacture Practice (GMP) si es vol arribar a una producte d’aplicacié en humans. Tot aquest
procés de manufactura porta associat un registre i caracteritzacio de lots on han de quedar
determinades l'esterilitat, la puresa, la capacitat de proliferacio i altres caracteristiques essencials

que defineixen el producte que s’ha generat (Lee et al. 2010).

Per una altra banda, I'altre component essencial en la medicina regenerativa son les
matrius. De la biomatriu s’han de tenir en compte aspectes com la biocompatibilitat, la composicid,
la puresa, els contaminants, les propietats fisiques i mecaniques, les caracteristiques cinétiques de
les cél-lules en la matriu i I'esterilitat. EI més important és la biocompatibilitat, definida com la
propietat que implica 'abséncia d'interaccions no desitjades entre el material escollit i el teixit a
regenerar. No han d’alliberar substancies que generin una reaccié adversa local o sistémica, sent
aquest un fet determinant per aquelles matrius reabsorbibles, dissenyades per a integrar-se al
teixit durant la implantacié. Es important conixer el perfil de reabsorcid, la seva cinética, el
potencial de generar inflamacié cronica o aguda. Existeixen guies elaborades per la Food and
Drug Administration (FDA) per a fer els tests corresponents i assegurar la biocompatibilitat i
bioseguretat necessaria per la utilitzacié de les matrius com a part d’'un medicament per humans
(FDA 1999).

De matrius biocompatibles comercials n’hi ha una gran varietat al mercat com les basades
en proteines, carbohidrats, materials sintétics o fins i tot teixit huma processat. La seleccié del
material, el disseny i la fabricacié contribueix a definir els parametres de la matriu que la faran

funcionalment compatible amb el teixit que es vol regenerar.
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De la mateixa manera que amb les cel-lules, el disseny i la manufactura de les matrius
juguen un paper important, sent la caracteritzacio mecanica de les matrius un punt essencial per a
la seleccié d’'un candidat. Cal realitzar proves adients per a la mesura de propietats com el modul

elastic, compressid/tensio, fatiga o abrasid, per a determinar I's clinic de les matrius.

Una de les dificultats que presenta la medicina regenerativa en I'avang cap a la clinica és
el desenvolupament de proves i la caracteritzacié del constructe cél-lula-matriu en un ambient
apropiat, ja sigui in vitro o in vivo. Aquesta és una consequéncia directa de les caracteristiques
dels constructes, ja sigui per la seva complexitat tridimensional, I'heterogeneicitat de composicié o

la remodelacié del constructe un cop implantat.

Els resultats obtinguts in vitro poden no ser completament indicatius sobre I'eficacia i la
seguretat clinica que tindran els constructes un cop estiguin implantats in vivo. Aquesta
complexitat pot contribuir al fracas durant el seu procés de desenvolupament i les proves cliniques.
Quan el constructe final ha estat dissenyat i manufacturat, la seguretat i I'eficacia soén els
parametres essencials. Per una part, s'avaluen la seguretat amb test de toxicitat, la preséncia de

contaminacié microbiana, la pirogenicitat o la preséncia d’endotoxines.

L'eficacia es pot avaluar indirectament a través de la viabilitat cel-lular, les cinétiques de
creixement, la poténcia del producte i la seva estabilitat, fent especial atencio6 a la capacitat de les
cellules per migrar cap al teixit hoste des de dintre del constructe, i la interaccié entre la matriu i el
teixit a regenerar. Per ultim, com a qualsevol medicament, s’ha d'assegurar ['esterilitat de
cadascun dels components del constructe, requerint-se, per tant, un procés d’esterilitzacié que no

alteri les caracteristiques estructural i funcionals del constructe (Lee et al. 2010).

Una vegada completada la investigacio in vitro, es passa a I'experimentacié en animals
model de laboratori, en el que s'anomena estudis preclinics. Aquests experiments in vitro han de
permetre avaluar de forma positiva la seguretat i I'eficacia del producte. Només aquells productes
que permeten posar en evidencia el benefici de la seva utilitzaci6 en models animals
representatius podran rebre l'autoritzacié de les autoritats reguladores (FDA, EMA) per tal de

passar a la seglient etapa, els estudis clinics en humans.
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Taula 1.1. Esquema del procés de desenvolupament d’'un nou medicament des del seu descobriment fins a
la comercialitzacié (PhRMA 2006).
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A la figura 1.3, s'observen els 4 passos a seguir per tenir un producte basat en la medicina
regenerativa al mercat, tota la fase de cribatge i caracteritzacio prévia a I'assaig preclinic en
animals model, que formen part dels estudis preclinics. Els assajos clinics consisteixen en tres
fases com es recull a la taula 1.1, on s’avalua la seguretat i la dosi a la fase |, I'eficacia i els efectes
secundaris a la fase Il i I'efectivitat i els efectes adversos a llarg termini a la fase lll. Superades
amb éxit aquestes tres fases, el producte rep I'aprovacié per a ser comercialitzat. Durant la
comercialitzacié el producte es troba permanentment en fase IV, una fase de farmacovigilancia i
avaluacions posteriors a la comercialitzaci6. El desenvolupament d'un farmac convencional
s'estima entre 10-15 anys de durada i té un cost mitja d’uns 800 milions de dolars (TuftsCenter
2001).

Pel que fa a les terapies cel-lulars, encara no es disposen de dades semblants, donat que
el nombre de noves terapies desenvolupades encara és molt reduit. Cal tenir en compte, també
dins d’aquest context, que les expectatives generades en la poblacio per aquestes noves terapies,
i 'abséncia de tractaments alternatius per una série de malalties, pot fer escurcar en alguns casos

el temps de desenvolupament.
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Les caracteristiques d’aquests productes i 'ambigtitat de la legislacid en aquell moment,
va fer que Carticel® s’aprovés rapidament, per part de la FDA (Food and Drug Administration), en
comparacié amb altres medicaments tradicionals. Des de I'aparicié i aprovacié de Carticel®, el
primer producte fruit de les investigacions en el camp de la medicina regenerativa, 'any 1997,
s’han desenvolupat moltes altres terapies per a diferents aplicacions. La FDA va aprovar
posteriorment altres terapies per al tractament de grans cremats com Epicel™, Dermagraft®,
Transcyte® o Apligraft® (Hentze et al. 2007).

La rapida progressio en el camp de la medicina regenerativa i I'enginyeria tissular,
I'aparicié d’'una gran varietat d’aplicacions terapéutiques i les expectatives generades, va fer que
les diferents institucions, tant europees com d’'EUA, haguessin d’adaptar la legislacié a aquests
nous tractaments. En el cas europeu no va ser fins el novembre de 2007 quan finalment es va
aprovar el reglament 1394/2007 (2007) que regula els medicaments de les terapies avancgades,
modificant i ampliant la directiva 2001/83/CE que estableix un marc comu per a la regulacié del
medicament per Us huma. Actualment es considera que un medicament de terapia avancgada

inclou:

- Medicaments de terapia genica.

- Medicaments de terapia cel-lular somatica.

- Productes d’enginyeria tissular.

Com a producte de medicina regenerativa s’entén tot aquell que esta format per cél-lules o
teixits manipulats per enginyeria i el qual té unes propietats determinades que permeten, si
s’administra a persones, regenerar, restaurar o reemplagar un teixit huma. El producte pot contenir
cel-lules o teixit d’origen huma, animal o ambdds. Les cel-lules o teixits poden ser viables 0 no i
poden contenir substancies com biomolécules, biomaterials, suports 0 matrius. Queden excloses
d’aquesta definicié aquelles cel-lules que no estiguin manipulades i que no s’hagin fet canviar les
seves caracteristiques biologiques, funcions fisioldgiques o propietats estructurals per a la
regeneracid. Certes manipulacions si son permeses, com la centrifugacio, el filtrat, la separacio, la
concentracid, la purificacio cel-lular, la congelacié o la criopreservacié, entre d'altres. Es a dir, unes
cel-lules autdlogues extretes del pacient i que no passin per cap manipulacié no llistada a I'annex |

del reglament 1394/2007, no es consideren medicaments avangats i no se’ls hi aplica la legislacio
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pertinent. En el cas de produir-se certes manipulacions com l'aillament, expansio6 i colonitzacié en
una biomatriu, fan que en una possible aplicacié humana, aquest producte sigui considerat com un
medicament de terapia avancada, i el seu desenvolupament haura d’acomplir amb tots els

requisits i passar totes les fases, tant cliniques com precliniques.

Com a tot medicament, per poder ser aprovat per les autoritats sanitaries, la EMA
(European Medicines Agency) a nivell europeu, la AEMPS (Agéncia Espanyola de Medicaments i
Productes Sanitaris) a nivell espanyol i la FDA a nivell america obliguen a passar proves cliniques,

en un procés que implica 4 fases ja descrites anteriorment.

La directiva 2009/120/CE estableix el marc comU sobre medicaments per a Us huma pel
que fa als medicaments de terapies avangades, establint nous punts critics que s’han d’avaluar en
el productes basat en la medicina regenerativa préviament a la seva utilitzacié en humans, on un
requisit que es demana son proves precliniques, ja siguin in vivo o in vitro, sobre la seguretat i

I'eficacia del tractament que s’esta desenvolupant.

S’han discutit durant els Ultims anys els diferents aspectes més rellevants per poder portar
més rapidament les terapies en desenvolupament cap al mercat, és a dir, disminuir el temps global
del procés d’'obtencid d'un nou medicament. Els seglents aspectes es consideren clau en el

desenvolupament d’un producte basat en medicina regenerativa (Johnson et al. 2007):

- Aspectes relacionats amb la interaccié que es produeix entre el producte i el teixit a

regenerar i les consequéncies cliniques.

- Manufacturat i escalat.

- Font cel-lular i caracteritzacié cel-lular i tissular.

Entre d’altres aspectes, els experts valoren també la multidisciplinarietat, les repercussions
cliniques, el control de I'angiogenesi, el comportament immunologic, la biologia molecular i la

ciéncia de biomaterials entre d’altres.
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1.1.2. Component cel-lular.

Les cél-lules sén un dels tres components clau de la medicina regenerativa. Tot i que
alguns estudis han aconseguit obtenir regeneracio només basant-se en la utilitzacié de matrius
sense cél-lules, també s’ha observat que la introduccié de cel-lules accelera la regeneracio in vitro
i in vivo. A més, aquestes cél-lules implantades s'integren al teixit, sense ser reemplagades per les
cellules hoste del teixit a reparar (Tatebe et al. 2005). S’han realitzat estudis amb una amplia
gamma de tipus cel-lulars, perd el que més s’ha utilitzat fins ara en la recerca i en la clinica de
I'enginyeria de cartilag ha estat el condrocit autoleg (Athanasiou et al. 2009). Les cel-lules

s’extrauen del mateix pacient, evitant aixi, total o parcialment, una resposta immune indesitjada.

En alguns casos en que el cartilag donant no es troba en condicions Optimes o la
disponibilitat no és suficient, s’ha postulat obtenir les cel-lules d’una font heterdloga o xenogenica.
Els problemes que presenta el trasplantament heteroleg son els d'immunogenicitat, transmissié de
malalties o la limitacié de la disponibilitat a 'espécie humana. S’han realitzat xenotransplants entre
animals, obtenint resultats prometedors en ovella (Homminga et al. 1991) i conills (Toolan et al.
1998), encara que han presentat les mateixes dificultats que els al-logénics, a més de les
possibles complicacions que es poden donar pel creuament d’espécies, compatibilitat

immunologica, cel-lular o molecular i malalties.

Existeix la disjuntiva entre la utilitzacié de les aproximacions heterologa i autdloga. Ja
s’han comentat els problemes que presenten les cellules heterdlogues, principalment, rebuig
immunitari i transmissio de malalties. Entre els avantatges que presenten es troben la major
disponibilitat, a 'haver-hi donants. En general, i també en aquest treball, s’esta treballant mes per
desenvolupar la tecnologia autdloga, per evitar qualsevol problema derivat de les transmissions de

gérmens o el rebuig immunologic.

Dentre les cél-lules humanes que es poden utilitzar es troben les cél-lules mare
embrionaries (CMe). Les CMe deriven de la massa cellular interna de I'embrid en estadi de
blastocit (7-14 dies). Una altra caracteristica, important per a la seva utilitzacié en medicina
regenerativa, és la necessaria diferenciacid in vitro cap al llinatge cel-lular desitjat. La seva
utilitzacié fa anys que esta postulada per a la regeneracid de teixits donada la seva

pluripotencialitat. Presenten, pero alguns problemes (Malgieri et al. 2011):
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- El rebuig del teixit trasplantat (provinents d'embrions de donants).
- El risc de formacio d'un teratoma residual a causa de remanents de cél-lules indiferenciades.

- La dificultat per obtenir un nombre de cél-lules suficients per a terapia i la qualitat del procés de

produccio.

Aquests problemes s’estan intentant solucionar, perd en presenten d'altres com els
problemes etics derivats de la utilitzacié d’embrions humans, no acceptada de forma general, i de
fet prohibida en alguns paisos, les vies de diferenciacié desconegudes i possibles reaccions
immunogeniques per ser una font al-logénica. De fet, la FDA va autoritzar 'any 2009 el primer
assaig clinic en humans basat en una terapia cel-lular de CMe per a pacients accidentats i
lesionats de medul-la espinal, producte desenvolupat per la empresa Geron sota I'acronim
GRNOPC1 (Geron 2009). A la vista dels primers resultats preliminars, després de la injeccié de 2
milions de CMe, la terapia es mostra segura i sense efectes adversos atribuibles al producte
cellular (Geron 2011a). Malgrat aquests primers resultats, I'assaig clinic ha estat recentment

abandonat per la empresa, adduint aquesta motius economics (Geron 2011b).

Recentment s’ha desenvolupat el que podria ser un nou tipus de font cel-lular, les iPS
(induced Pluripotent Stem Cell), cél-lules mare pluripotents induides mitjangant I'expressio
exogena de certs gens que controlen la pluripoténcia com Oct4, Sox2 (Yamanaka et al. 2008).
Se'ls hi suposa el mateix potencial que les CMe sense presentar els problemes d’immunogenicitat
(Mauritz et al. 2008). Fins al moment, no s’han realitzat assaigs in vitro ni in vivo per a la

regeneracié de cartilag amb iPS.

Una segona font cel-lular a considerar sén les cél-lules mare mesenquimals adultes
(CMMA) que no presenten els problemes de les CMe i semblen tenir moltes possibilitats en el
camp de la medicina regenerativa del cartilag. Algunes de les fonts de CMMA més estudiades han
estat les de greix, pell, cartilag i les que es consideren el “gold standard” o cél-lules de referéncia,
les provinent del moll d'os (Pittenger et al. 1999). Si les cél-lules son autdlogues es minimitzen els
problemes d’'immunogenicitat que poden existir. Aquestes cél-lules presenten una capacitat de
proliferacié elevada, aixi que depenent del teixit, les biopsies poden ser més o menys
considerables. Presenten el problema de la comorbiditat i el dolor causat per la bidpsia, pero, en
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funci6 del teixit i de la zona, pot esser minim com en el cas de les CMMA derivades de teixit

adipos.

Vist que existeixen diferents tipus de cél-lules mare, és important remarcar que en aquest
treball s'utilitzen només les CMMA. De forma introductoria, es llisten la gran varietat de models
estudiats durant les ultimes décades, derivats de diferents teixits, ja sigui el moll d'os, muscle,

cartilag, fetge, cervell, cordo umbilical i altres (Taula 1.2).

Taula 1.2. Multipotencialitat de les CMMA (Atala 2008).

Fonts de Cél-lules Mare Mesenquimals Adultes (CMMA) multipotencials

Teixit Potencial diferenciador

Moll de I'os Condrocit, Astrocit, Cardiomiocit, Adipdcit, Hepatocit, Cél-lula mesangial, Osteoblast,
Estroma, Muscul, Neurona

Muscul Adipacit, Condrdcit, Osteocit, Neurona

Os trabecular Adipocit, condrocit, osteoblast

Dermis Adipocit, condrocit, osteoblast, muscul

Teixit adipos Condrocit, estroma, osteoblast, muscul

Periosti Condrocit, osteoblast

Membrana

sinovial Adipocit, condrocit, muscul, osteoblast

Sang Adipocit, fibroblast, osteoblast, osteoclast

A diferencia de les CMe, les CMMA no presenten problemes etics i regulatoris, i permeten
la utilitzacio de terapies autdlogues personalitzant el tractament, evitant problemes de rebuig
immunologic. Els diferents tipus de CMMA presenten caracteristiques i dificultats en comu. Es
troben en un nombre molt baix en el cos i disminueixen amb I'edat, i per tant la seva utilitzacié
requereix una expansioé ex-vivo, on les tecnologies de cultiu tot just s’estan desenvolupant en

I'actualitat per fer front a aquestes necessitats.

Les CMMA es troben en la majoria de teixits i 6rgans de l'organisme i actuen com a
sistema de reparacié del cos, substituint les cél-lules especialitzades i, alhora, mantenint el procés
de regeneracio de certs organs, com la sang, la pell o l'os. La majoria de les CMMA sén

restringides a llinatge i per tant, son multipotents i no totipotents.

A la medul-la 6ssia humana es poden diferenciar dos tipus de poblacions de cel-lules mare

adultes: les cellules mare hematopoétiques, responsables del manteniment de la produccio de les
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cellules sanguinies al llarg de la vida; i les cél-lules mare mesenquimals (CMM), responsables
dels teixits no hematopoétics. A la figura 1.4 es troben representats els diferents llinatges o teixits

cap als quals es poden diferenciar les cél-lules mesenquimals.
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Figura 1.4. Les cél-lules mare mesenquimals i la seva diferenciaci6 a diversos llinatges cel-lulars. (Caplan
2005)

Les CMM van ser descrites per primer cop per Friendstein i col-laboradors al 1966
(Friedenstein et al. 1966) com a una poblacié de cél-lules adherents, de morfologia fibroblastica i
amb capacitat osteogénica. S’ha vist que aquestes cél-lules posseeixen la capacitat per

diferenciar-se cap a diferents llinatges cel-lulars, incloent cartilag, os, greix, muscul i tendé.

L’interes biologic i clinic per les CMMA ha anat augmentant al llarg de les ultimes dues
décades, tal i com indica el nombre de publicacions referides a aquestes cél-lules, les tecnologies
associades i els equips d’investigacié que es dediquen a I'estudi d’aquestes cél-lules. No obstant,

el concepte de cél-lula mare mesenquimal i la seva definicid morfologica, molecular o fisiologica
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continua sent una incognita, ja que no es disposa de cap marcador especific que caracteritza
inequivocament aquesta cél-lula. S’apliquen diferents protocols a laillament i I'expansié de
cel-lules mare mesenquimals, fet que pot comprometre la reproductibilitat dels experiments i la
comparacid de resultats entre els diferents assaigs de medicina regenerativa que s'estan
realitzant. En aquest context, la International Society for Cellular Theraphy (ISCT) va acordar que
la nomenclatura correcta per a les cél-lules adherents aillades del moll d'os i altres teixits que
tothom anomenava cél-lules mare mesenquimals (mesenchymal stem cells), passessin a
anomenar-se “ceél-lules estromals mesenquimals multipotents” (Horwitz et al. 2005). En aquest
treball, aquest tipus de cel-lules s'anomenen cel-lules mare mesenquimals adultes (CMMA) ja que
inicialment es van descriure com una de les poblacions de les cél-lules mare adultes del moll d’os,
i posteriorment s’ha vist que aquest tipus de cél-lules es poden trobar en diferents teixits com el

cartilag, l'os, la pell i daltres (taula 1.3).

Taula 1.3. Principals fonts cel-lulars descrites a la bibliografia de cél-lules mare mesenquimals adultes a
huma.

Font cel-lular de CMMA
Teixit Referéncies més representatives
Moll d'os (Friedenstein et al. 1966; Pittenger et al. 1999)
Os (Tuli et al. 2004)
Muscul (Young et al. 2001)
Adipos (HUANG et al. 2001)
Cartilag articular (Tallheden et al. 2003)
Pell (Toma et al. 2001)
Sang periférica (Kuznetsov et al. 1997)

Pel que fa a la definicio biologica de CMMA, I'|SCT proposa una seérie de caracteristiques
que s’han d’acomplir per definir una cél-lula humana com a mare mesenquimal a nivell de recerca

(Dominici et al. 2006). Els criteris per definir les CMMA son:
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1. Adherencia al plastic.

Les cel-lules han de presentar adheréncia al plastic i créixer sobre el mateix.

2. Expressi6 antigenica de superficie caracteristica.
La poblaci6 cel-lular ha de mostrar un fenotip, en més del 95% de la poblacié, positiu per a
CD105, CD44, CD73, CD90, i en menys del 2%, positiu per a CD45, CD34, CD14, HLA-DR,

és a dir, 'abséncia d’aquests darrers marcadors.

3. Multipotencialitat.
Es necessari que les cél-lules presentin la capacitat de diferenciar-se cap a diferents llinatges

tals com 'osteogeénic, el condrocitari o I'adipocitari.

A continuacié es descriuen algunes de les fonts de les quals es poden extreure CMMA i
les aplicacions cliniques que es troben comercials o en fase de desenvolupament per a cadascuna

de les fonts que s’estudien en aquest treball: moll d'os, cartilag i greix.

1.2.1.1. CMMA provinents de moll d’os.

Les CMMA son una de les poblacions de CMM que presenta el moll d'os, aillades
originalment de I'estroma del moll de I'os, que és la regié no hematopoética del teixit. Les CMMA
es troben presents en una proporcié molt baixa, al voltant d’'un 0.01-0.001% de les ceél-lules
nucleades del moll de l'os (Pittenger et al. 1999). S’han desenvolupat diversos protocols
d’aillament durant les ultimes décades. Les cel-lules poden ser aillades mitjangant un simple cultiu
en placa del moll d’os, permetent I'adheréncia de les CMMA, encara que el protocol més frequent
que s'utilitza és l'aillament de les CMMA mitjangant una centrifugacio amb gradient de ficoll o
percoll, on la fina capa de cél-lules mononucleades (CMN) que s’obté, es cultiva en un placa de
cultiu. Amb el temps, els recanvis de medi, i la utilitzaci6 de determinats sérums per suplementar
els medis permeten que apareixin petites colonies de cél-lules adherents fibroblastiques que
corresponen a les CMMA. S’han desenvolupat metodes per purificar aquestes cél-lules amb
citometria de flux (FACS, MACS), on el métode es basa en la selecci6 positiva de marcadors que

s'expressen a les CMMA, comentats anteriorment, encara que no sdn exclusius.
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S’ha descrit que les CMMA, un cop diferenciades, poden desdiferenciar-se, de manera
que tornen al seu estat mesenquimatic multipotent, i transdiferenciar-se cap a un altre teixit (Song
et al. 2004). La seva capacitat per diferenciar-se a diferents teixits i I'nabilitat d’acumular-se en
llocs amb dany tissular, fan d’elles unes excel-lents candidates per a ser utilitzades en medicina
regenerativa. Aquestes cél-lules s'utilitzen també en tractaments de rebuig per evitar respostes
autoimmunitaries durant els transplantaments, ja que tenen una funcié immunosupressora (Le
Blanc et al. 2004), o la regeneraci6 de diferents teixits mesenquimatics com 'os (Horwitz et al.
2001).

Actualment es desconeix quin és el paper especific d’'aquestes cél-lules en els processos
de regeneracio tissular, perd se sap que el seu efecte pot estar mediat o pot ser degut a la seva
habilitat de secrecid de factors que potencien la regeneracié de les cél-lules danyades, a
I'estimulacié de la proliferacié i diferenciacio de les cél-lules troncals progenitors enddgenes
presents en la majoria de teixits (Lee et al. 2006), a la induccié de I'angiogénesi (Wu et al. 2007), a
la disminucié de les reaccions immunologiques i inflamatories (Ortiz et al. 2007) i, potser també, a
la reduccié de l'apoptosi (Hung et al. 2007). Per tant, és l'alteracié del microambient per part
d’aquestes cél-lules el que contribueix a la reparacio tissular efectiva i no només la seva capacitat
de proliferacié i diferenciacio (Phinney et al. 2007). Aquesta és la font més utilitzada en la recerca
basica de CMMA en comparacié6 amb altres fonts. A més, la seva bioseguretat ha estat
demostrada en cél-lules provinents de moll d'os huma. Aquestes cel-lules no presenten fendomens
de transformacié tumoral, ni malformacions cromosomiques, i mantenen la morfologia i el fenotip al
llarg de la seva expansid, fins a 25 ressembres, 0 el que podria ser equivalent a una expansié de
44 setmanes (Bernardo et al. 2007).

L’any 1995 l'equip del Dr. Caplan va ser el primer en introduir CMMA autblogues
expandides ex-vivo en pacients amb diferents malalties hematologiques (Lazarus et al. 1995)
establint aixi el primer assaig clinic amb CMMA provinents de moll d'os. Des d’aquell moment fins
a l'actualitat la majoria d'assaigs clinics que s'estan portant a terme a l'area de la medicina
regenerativa i la terapia cel-lular, es fa amb CMMA provinents de moll d'os (Jeffrey 2010 ). A la
taula 1.4 es resumeixen els diferents assaigs clinics que s'estan portant a terme en I'actualitat per
al tractament dels defectes osteocondrals o la prevenci6 i cura de malalties relacionades amb el
cartilag articular com l'osteoartritis i la gonartrosis.
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Taula 1.4. Assaigs clinica que utilitzen com a font cel-lular CMMA d’origen moll de l'os. *Referéncia
d'identificacio d’assaig clinic a la web http://clinicaltrials.gov

Tipus de lesié Disseny Estatus Referéncia
Defectes osteocondrals | CMMA + Biomatriu Col-lagen tipus | Fase | NCT00850187*
[
Defectes osteocondrals | Pellet de CMMA recobert per capa | Fase clinica lI-Ill | NCT00891501*
(1-16 cm2) de periosti
Defectes osteocondrals | CMMA de dues fonts(moll d'os i Fase clinica | NCT00885729*

(1-6 cm2) cartilag hiali)+ Biomatriu

Defectes osteocondrals | CMMA no expandides + Biomatriu | Fase clinica | NCT01159899*

(1-6 cm2) Hidroxiapatita-Col-lagen

Osteoartritis Injeccid intra-articular de CMMA Fase clinica | NCT01207661*

Osteoartritis Injeccié intra-articular de CMMA Fase clinica Il | NCT01183728"

Gonartrosis Injeccid intra-articular de 40E+06 Fase clinica | NCT01227694*
CMMA

Les estratégies que plantegen els diferents investigadors i les empreses que promouen els
assaigs clinics es basen amb injeccions intra-articulars de dosis de CMMA fins a 40E+06 cél-lules.
En el cas del defectes osteocondrals s'utilitzen les CMMA en combinacié amb diferents
biopolimers o un recobriment de periosti similar al que es realitza en la técnica del TAC. No
existeix cap tractament autoritzat per ninguna autoritat de seguretat médica o farmacéutica
internacional per a la regeneracié de defectes osteocondrals basat en CMMA provinents de moll

d’os.

En un model in vivo d’osteoatritis, Murphy i col-laboradors van demostrar que la injecci6
intra-articular de CMMA provinents de moll d’os podia regenerar ruptures parcials de menisc i
afavoria la prevenci6 de la degeneracio de I'articulacié prevenint 'osteoartritis (Murphy et al. 2003).
Amb aquests resultats, la companyia nord-americana Osiris Therapeutics inicia el 2006 un assaig
clinic fase I/ll (referéncia en clinicaltrials.gov: NCT00225095) per avaluar la seguretat i I'eficacia
del tractament basat en CMMA al-logeniques de moll d’os de donants, suspeses en una solucio
d’acid hialuronic (Chondrogen ®), per a la reparacio i regeneracio de menisc. Els pacients tractats
amb Chondrogen van presentar regeneracioé de menisc front als qui se’ls va administrar placebo i,
com a minim, durant un any es va mantenir la superficie articular sana amb la degeneracié de
larticulacio disminuida respecte als pacients control. Aquest assaig va finalitzar el 2008 i llavors es
va iniciar un seguiment clinic i patoldgic de 3 anys per assegurar I'eficacia i la seguretat del
tractament (referéncia en clinicaltrials.gov: NCT00702741) i les diferents dosis administrades als

pacients, entre 50 i 150 milions de CMMA al-logéniques provinents de moll d’os. Aquest
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representa un dels exemples de terapia cel-lular més avangada en la fase de desenvolupament a
I'area de l'ortopedia i traumatologia, encara que existeixen altres casos com I'empresa Regenexx
on s’han tractat ja més de 227 pacients amb problemes ortopedics sense haver completat els
diferents assaigs clinics i totes les fases de desenvolupament que exigeix la legislacio americana.
En aquest cas, les CMMA sén provinents de moll d’os i expandides ex-vivo amb un medi de cultiu
complementat amb llisat de plaquetes autdleg (Centeno et al. 2010). Aquesta activitat no ha passat
desapercebuda per les autoritats i 'agencia reguladora corresponent, la FDA, no ha autoritzat la
comercialitzacio i la realitzacié de més tractaments en humans fins que no es demostrin els criteris

de seguretat i eficacia en un assaig clinic controlat (Centeno et al. 2011).

1.2.1.2. CMMA provinents de cartilag hiali.

Des de fa més de dues décades es coneix I'existéncia de cél-lules progenitores al cartilag
hiali, on resideixen cél-lules similars a les CMMA (Young et al. 1995). Donat que el teixit d’interés
en aquest treball és el cartilag i donada I'existéncia d’una poblacié de condrocits que presenta
unes caracteristiques immunofenotipiques molt similars a les CMMA derivades de moll d'os,
adherents i multipotents (de la Fuente et al. 2004), aquesta és una de les fonts escollides en

aquest treball.

Diferents estudis mostren la capacitat d'aquests condrocits de regenerar cartilag hiali un
cop han estat desdiferenciats i implantats de nou, no només en humans (Wang et al. 2006), sin6

en altres espécies com els conills (Deng et al. 2002) o les ovelles (Guo et al. 2004).

Actualment la majoria dels tractaments per a les lesions osteocondrals estan basades en
una combinacié de condrocits amb alguna espécie de suport, ja sigui una capa de periosti que
recobreixi la solucié de condrdcits (Carticel®) o una matriu que contingui aquestes cél-lules. A la
taula 1.5 es resumeixen alguns dels tractaments actuals que existeixen i es detalla el disseny i

I'estratégia que es segueix en cada cas per regenerar la lesi6 osteocondral.
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Taula 1.5 . Productes per a la regeneraci6 de lesions osteocondrals, comercialitzats i en fase d'assaigs
clinic, que utilitzen com a font cel-lular CMMA d'origen cartilag articular. *Referéncia d'identificacié d’assaig

clinic a la web http://clinicaltrials.gov

hialuronic+fibrina.  Cultiu
durant 2-4 setmanes amb
FGF i sérum huma.

Comercialitzat
Israel

Producte/Empresa Disseny Estatus Referéncia
Carticel/Genzyme 12E+06 CMMA/vial Comercialitzat WWw.genzyme.com
MACI/ Genzyme 15-10E+06 CMMA en | Faselll NCT01251588
matriu de col-lagen tipus
M. Cultiv durant 4
setmanes
ChondroCelect/ TiGenix TAC amb 0.8-1.0 | Fase I/ | NCT00414700*
CMMA/cm3 d’extensié de | Comercialitzat  a
la lesid Europa
Chondrotransplant/Co.don | TAC Fase |l NCT01225575*
Chondrosphere/ Co.don Generacié de | Faselll NCT01222559*
microesferes amb les
CMMA expandides
Bioseed-C/BioTissue CMMA en matriu de | Comercialitzat en | http://www.biotissue.de
technologies Polyglactin/poly-p- Alemanya
dioxanon
Biocart [l/Prochon CMMA en matriu d’Acid | Fase clinica I/ | NCT00729716 *

d’agarosa-alginat

Eslovenia

CaReS/ARS Arthro AG 20E+06 CMMA en matriu | Comercialitzat ~ a | http://www.arsarthro.com.tr
de col-lagen tipus I. Cultiu | Alemanya [
durant 14 dies. Turquia.

Chondron/Cellontech Co | TAC ~ amb  >12E+06 | Fase | NCT01218945*
CMMA per cada 0.4mL

Cartipatch/ TBF Genie | CMMA  en  hidrogel | Fase Il NCT00945399*

Tissulaire d’agarosa-alginat

ChondroArt 3D/Educell CMMA  en  hidrogel | Comercialitzat ~ a | http://www.educell.si

Fins al moment, I'inic tractament que es comercialitza a tot el mon, i ha superat la fase lll,
és Carticel®. La resta de tractaments esmentats a la taula 1.5. es troben en fase d'investigacio o
es practiquen només als paisos on s’han desenvolupat sota les legislacions del pais corresponent.
En aquest treball es proposa una estratégia de regeneracié de cartilag articular que incorpora les
matrius tridimensionals com a suport estructural per a les CMMA. Existeixen encara algunes
companyies que desenvolupen el Trasplantament Autoleg de Condroctis (TAC) com TiGenix
(ChondroCelect®, aprovat per la EMA a l'octubre de 2009) o Cellontech (Chondron®), pero la
majoria de les que es mostren a la taula 1.5. es troben desenvolupant algun tipus de variant de
Trasplantament Autoleg de Condrocit Assistit per Matriu (TACAM), on els diferents suports van des
de esponges de col-lagen tipus I, col-lagen tipus I/lll, hidrogels d’agarosa-alginat o polimers
sintétics (Bioseed-C®).



http://www.genzyme.com/
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1.2.1.3. CMMA provinents de greix.

El teixit adipds, aixi com la medul-la dssia, deriva de la mesénquima i conté estroma de
suport que s'ailla de manera facil. Entre 'esmentat estroma es troben les CMMA derivades de
teixits adipos , que tenen un potencial multillinatge molt similar al de les cél-lules de la medul-la
ossia (Musina et al. 2005). Els avantatges d’aquestes cellules sén la seva facil obtencio per
métodes menys invasius que els d’obtencid en d’altres teixits, mitjangant una escissié local o una
liposuccid, i la seva gran abundancia, ja que la concentracié de les CMMA en el teixit adipds és un
ordre de magnitud més elevat que les CMMA al moll d'os (Huang et al. 2001). Tanmateix poden
arribar a presentar inconvenients com la transformacio cel-lular, en aquest cas si s’han trobat
indicis de reordenaments cromosomics, 0 la immortalitzacié de les linees cel-lulars durant
I'expansi6 ex-vivo. Per tant requereixen de controls per comprovar la bioseguretat de la seva

utilitzacié com a part de la terapia cel-lular (Rubio et al. 2005).

S’ha vist que factors com l'edat, el tipus de teixit adipds (blanc o marrd), la localitzaci6
d’aquest teixit (subcutani o visceral), el tipus de cirurgia emprada, les condicions de cultiu,
I'exposicié al plastic, la densitat de sembra i el medi de cultiu utilitzat poden influir tant en la
proliferacié com en la capacitat de diferenciacié de les CMMA provinents de greix (Schéffler et al.
2007). No s’ha descrit a la bibliografia una font de CMMA d’origen adipds a I'espécie ovina, pero si
ha estat descrita en humans (Gimble et al. 2003) i altres animals com rates (Huang et al. 2002) o
conills (Dudas et al. 2006). La comparaci6 entre les CMMA provinents de moll d’os amb les de
greix, a 'especie humana, revela una expressié similar de marcadors fenotipics (De Ugarte et al.
2003). Per tant, es podria assumir que tant a 'espécie humana com a I'ovina, les CMMA provinent

de moll d’os i greix, son immunofenotipicament semblants.

La disposicié de reserves més abundants, la baixa comorbiditat en I'extraccié i el tipus de
cirurgia, fan que les CMMA adiposes siguin considerades com una alternativa important a
substituir les CMMA de moll d’os en les terapies de medicina regenerativa, per tant, seran també

estudiades en aquest treball.
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Fins al moment, la majoria dels tractaments de CMMA provinents de teixit adipés s’han
basat en una terapia cel-lular on no s'utilitzen biomatrius. A la taula 1.6 es resumeixen els assaigs
clinics que s’estan portant a terme amb CMMA provinents de teixit adipds. Es considera un teixit
de facil accés i amb baixa comorbiditat, fins i tot alguns autors asseguren que els rendiments
d’extraccié de CMMA son superiors als del moll d’os, entre 100-500 cops més (Casteilla et al.
2010).

Taula 1.6. Assaigs clinica que utilitzen com a font cel-lular CMMA d'origen adipds. rhBMP-2: recombinant
human bone morphogenic protein 2; BTCP: beta-tricalcium phospate; *Referéncia d'identificacié d’assaig

clinic a la web http://clinicaltrials.gov.

Malaltia Disseny Estatus Referéncia

Reconstruccié maxil-lar | rhBMP-2 + BTCP + 13E+06 1 cas clinic (Mesimaki et al. 2009)
CMMA autdlogues reportat

Fistula associada a 20-40E+06 CMMA Fase clinica Il NCT01011244*
malaltia de Crohn autologues
Fistula perianal no 20-40E+06 CMMA Fase clinica Il NCT00475410*
associada a malaltia de | autélogues + fibrina completada- Fase
Crohn 1l
Malaltia de 1-3E+06 CMMA Fase clinica | NCT01222039*
I'empelt contra I'hoste autdlogues/kg
Diabetes (Isquémia CMMA autologues Fase clinica | NCT01079403*
cronica de les
extremitats)
Esclerosis multiple 1-4E+06 CMMA Fase clinica | NCT01056471*
secundaria progressiva | autdlogues/kg
Defectes ossis CMMA+Empelt ossi Fase clinica | NCT01218945*
Artritis degenerativa 1-10E+07 CMMA autologues | Fase clinica |-l NCT01300598*

Com es pot observar a la taula 1.6, només dos dels assaigs clinics amb CMMA provinents
de teixit adipos estan indicats per a problemes osteoarticulars, perd ni tan sols en aquest cas
s'utilitza una estratégia similar a la proposada en aquest estudi, amb una biomatriu colonitzada de
diferents densitats de CMMA provinents de teixit adipos. La majoria es basa en terapies cel-lulars
per al tractament de fistules, la malaltia de I'empelt contra I'hoste, isquémia cronica de les
extremitats i d'altres, amb dosis de CMMA entre 1E+06 i 4E+07 per pacient. Les administracions
varien entre intramuscular, intravends i intrateixit, perd només aquelles que intenten regenerar os
aborden el problema amb I'ajuda d’un biomaterial, ja sigui un empelt ossi 0 una biomatriu de fosfat
tricalcic-p.
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1.1.3. Biomatrius compatibles per a la regeneracié de teixits.

Existeix un ampli ventall de possibilitats per escollir d’entre les biomatrius comercials
disponibles. S’han desenvolupat una série de matrius per a medicina regenerativa, entre les que
es poden seleccionar les més adients per a cada aplicacid. L'aproximacié tradicional de la
medicina regenerativa ha estat colonitzar matrius amb cél-lules per a proveir el neocartilag d’'una
estructura d’ancoratge i creixement (Jubel et al. 2008). L’arquitectura de la matriu pot afectar les
propietats mecaniques del constructe, la distribucio de la colonitzacié, caracteristiques difusionals i
d’altres. A més a més, el material, per ell sol, pot contribuir a I'adhesio cel-lular, la proliferacio, la
diferenciacio i la implantaci6. La biomatriu ha de complir amb tres requisits essencials (Athanasiou
etal. 2009):

1. Tenir una estructura interna que permeti la difusié de nutrients i subproductes del

metabolisme cel-lular.

2. Ser biocompatible i bioreabsorbible, amb una cinetica de degradacio que sigui semblant a la

formacié del teixit.

3. Permetre I'ancoratge de cél-lules, la seva proliferacio i diferenciacio.

Altres factors per escollir la matriu sén el seu Us, si ha de ser immediat in vivo, o sera
cultivat in vitro durant un temps abans de ser implantat. Si s'implanta directament, la matriu ha de
disposar de les caracteristiques mecaniques que s'adequin al teixit a regenerar per a suportar les
carregues del nou ninxol. Aquesta ha de mantenir la forma i I'estructura per protegir les cél-lules
de les forces a les que es veuran sotmeses al teixit. Alguns biomaterials son activats en el lloc del
defecte un cop implantat per adquirir les propietats mecaniques adequades, perd aquest procés
quimic addicional pot comportar l'alliberament de substancies citotoxiques. Per aix0 S'esta
investigant en polimers més robustos per evitar aquest pas addicional extra. Les matrius que es
cultiven durant un temps in vitro no necessiten el mateix nivell d’integritat estructural ja que durant
el cultiu es pot haver format un pseudo-neoteixit que proporcionara les caracteristiques
mecaniques suficients per a integrar-se al teixit defectudés amb éxit. Aquesta aproximacio seria
independent de les caracteristiques de degradacié de la matriu, ja que només s'utilitza aquesta
com a suport per a les cél-lules durant un temps per a formar un teixit nou in vitro. Idealment, un

cop el constructe ha estat implantat, ha de ser capa¢ d’adaptar-se satisfactoriament al nou
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ambient. Existeix una gamma amplia de biomaterials, de fet, uns els més utilitzats en el camp de la

medicina regenerativa son el polimers sintétics.

Les matrius d’origen sintetic poden ser fabricades directament al laboratori 0 adquirides
comercialment i, a diferéncia dels polimers naturals poden ser dissenyades en termes de
caracteristiques quimiques i fisiques especifiques. Alguns dels aspectes claus per millorar les
caracteristiques del constructe, com la cinética de degradacié o les propietats mecaniques, poden
ser alterades mitjangant modificacions en la composicié quimica. Aquesta flexibilitat aporta més
possibilitats per a dissenyar matrius o polimers amb cinétiques de degradacio, activitat biologica o

caracteristiques mecaniques especifiques.

En el cas de la regeneracio de cartilag articular s’han utilitzat una gran varietat de
biomatrius. Aquestes es solen dividir entre polimers naturals o sintétics, pero existeixen altres tipus
de classificacions com poden ser degradables i no degradables, la geometria de la matriu (gels,
esponges poroses, fibres poroses) i 'estructura (porositat total, mida del porus, connectivitat i
distribucio) (Vunjak Novakovic 2003). A continuacié s’exemplifiquen dos grups de biomaterials
sintétics ja provats i caracteritzats per a la seva utilitzacié en el camp de la medicina regenerativa

de cartilag:

1. Poli-Etilen glicol (PEG) i Poli-Caprolactona (PCL): Aquests sén uns polimers desenvolupats

recentment. EI PCL (figura 1.5) presenta un pes molecular elevat i un gran hidrofobicitat, per tant el
seu temps de degradacio és superiors a altres tipus de polimers, i €s normalment mes resistent,
fent-lo més atractiu per aplicacions ortopédiques. La resisténcia del PCL a una hidrolisis primaria
s’ha observat en experiments de regeneracié de cartilag en ratolins, amb una degradacidé minima
(Honda et al. 2004).
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Fig. 1.5 Estructura quimica del Poli-Etilen glicol (PEG) i Poli-Caprolactona (PCL).
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El PEG (figura 1.5.) presenta una propietat innovadora, donat que es pot controlar
ancoratge de cél-lules i proteines a la matriu mitjancant la modificaci6 de la
hidrofilicitat/hidrofobicitat del material. EI PEG dificulta 'adsorcio de proteines i cél-lules per la seva
gran hidrofilicitat, protegint de I'adsorcio, per exemple, anticossos, prevenint aixi una resposta
immune adversa (Suggs et al. 1999). EI PEG pot ser incorporat a altres materials en copolimers i
modificar les caracteristiques d’ancoratge del polimer resultant, millorant la seva biocompatibilitat
(Zimmermann et al. 2002). EI PEG no esta pensat per a ser utilitzat en solitari per a la regeneraci6
de cartilag, ja que necessita ser copolimeritzat per a degradar-se en el cos. Representa més un

valor afegit a altres polimers que un material que serveixi per si mateix per regenerar cartilag.

2. Poliglicols, polilactids i copolimers dels anteriors: Aquests polimers tenen una llarga tradicié en

quant a la seva utilitzacio en aplicacions médiques (Athanasiou et al. 1995; Athanasiou et al.
1998). Poden ser fabricats com a porosos, enxarxats, malles i nombroses possibilitats en quan a la
forma i l'arquitectura. EI més utilitzat en enginyeria tissular de cartilag fins al moment ha estat
I'Acid poli-glicolic (PGA). EI PGA és un poliéster alfa (figura1.6) que es degrada per hidrolisi. La
degradacio total es pot donar entre 4-12 mesos, bastant més rapid que altres poliésters. La pérdua
de les propietats mecaniques és anterior a la degradacio, algunes vegades fins i tot les primeres
setmanes. Els productes de degradacié del PGA son reabsorbits pel cos huma, fent biocompatible

aquest material (Daniels et al. 1990).

La porositat i la interconnectivitat son elements claus en l'estructura d’aquest material i
poden ser controlades mitjangant el procés de produccio, ajustant les quantitats de reactius, en
aquest cas la sal, per a formar els porus (Freed et al. 1994). Les formes més utilitzades en
aplicacions de regeneraci6 de cartilag son les malles no trenades (Athanasiou et al. 2009). La
porositat de la malla és alta, permetent una bona difusié dels nutrients a través del constructe, i la
interconnectivitat augmenta I'eficiéncia de la colonitzacié cel lular. Alguns experiments evidencien
una produccid de matriu extracel-lular idonia per a la regeneracié de cartilag i corbes de
degradacié que el fa un candidat excel-lent. El fet de tenir un perfil de degradacié conegut i
predictible és un aspecte positiu, perdo també s’han investigat altres polimers per a tenir una
integritat que perduri uns mesos més. Un exemple és I'Acid poli-lactic (PLA), que al igual que el
PGA ha estat aprovat per la FDA per a utilitzacié en humans. EI PLA generalment es degrada a
velocitat inferior al PGA (entre 12 mesos i 2 anys) (Middleton et al. 2000). EI PGA també compleix

els requisits de biocompatibilitat i bioreabsorbilitat, perd alguns estudis indiquen que I'afinitat de les
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cellules per la superficie del PLA és inferior al PGA (Ishaug-Riley et al. 1999). El seu temps de
degradacio més perllongat permet la formacié de matriu extracel-lular, fet important per aquelles

aplicacions on es busqui aquest comportament (Grande et al. 1997).
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Figura 1.6. A I'esquerra, estructura quimica de 'Acid Poliglicolic (PGA), Acid Polilatic (PLA) i Acid poli-
lactic-co-glicolic (PLGA).

L'Acid poli-lactic-co-glicolic (PLGA) consisteix en una copolimeritzacié de dos monomers,
els dimers ciclics de l'acid glicolic i lactic (figura 1.6). Durant la polimeritzacié, les unitats
monomeriques s'uneixen amb enllagos éster donant un poliéster alifatic com a producte final. Les
propietats del PLGA depenen de la proporcio de cada monomer. EI PLGA és un copolimer
biodegradable i biocompatible (Anderson et al. 1997; Panyam et al. 2003). Depenent de la relacié
entre I'acid lactic i I'acid glicdlic es poden obtenir varies formes de polimer de PLGA, amb les
caracteristiques fisiques (propietats mecaniques, de transport de nutrients, interaccions polimer-
cél-lules i degradacio) determinades per aquesta proporcio, essent alguns dels més utilitzats el
PLGA 75:25 (75% d'acid lactic i 25% d'acid glicolic) (Sato et al. 2001), 50:50 (Park et al. 2005) o
90:10 (Chen et al. 2003). Depenent de la relacio lactic:glicolic utilitzada durant la polimeritzacio,
s'anomenen els PLGA amb la ratio corresponent (per exemple PLGA 50:50, la composicié és 50%
Lactic i 50% Glicolic). Per exemple, una formulacié amb una gran part de PLA es degrada més
lentament que no pas una amb la proporcié de PGA més elevada. Un polimer de PLGA 75:25
mostra un temps de degradacio entre 4 i 5 mesos, en canvi en una formulacié de 50:50 es redueix

el temps a 1 6 2 mesos (Middleton et al. 2000). Aquesta degradacié dona com a productes
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molécules que son reabsorbibles o es degraden naturalment en el cos huma, per aix0 aquesta
matriu és biodegradable i biocompatible, tant a nivell d’aplicacions en animals com en aplicacions
en clinica humana (Eid et al. 2001). El fet d’estar format basicament per lactic i glicolic fa que, sota
condicions fisiologiques normals, aquests son incorporats a vies metaboliques actives del cos

huma, resultant reabsorbible i biocompatible (Athanasiou et al. 1997).

Entre d’altres aspectes importants a I'hora d’escollir el polimer adequat, s’ha de tenir en
compte la procedéncia del material per a la fabricacio del polimer. La fabricacio i el processat ha
de ser simple i ha de permetre I'adquisicié d’'una forma i una estructura caracteristica, compatible
amb les necessitats del teixit a regenerar. A més, aquest material ha de poder ser esterilitzat ja

que en les expansions cel-lulars I'esterilitat €s un punt clau.

Una altra de les caracteristiques importants que s’ha de valorar en la seleccié del polimer
és la robustesa. Aquesta ha de ser similar al cartilag articular per permetre la seva manipulacio al
llarg de la terapia, fet que determinara si el polimer sera capag de mimetitzar el teixit a regenerar,
suportant els esforgos de compressio, de torsio o d’estirament en els que es veura immers un cop
es trobi en I'entorn de la lesié a regenerar. Un dels parametres que millor defineix la robustesa del
material és el modul d’elasticitat. Aquesta constant esta relacionada de manera directa amb els
canvis de longitud que experimenta el material quan és sotmés a una forga de traccid i
compressio. Esta associat amb el canvi de la forma que experimenta sota I'accid d’esforgos

constants que impliquin canvis de forma, perd no de volum.

En un treball anterior (Sarrd 2010) es va comparar el modul d’elasticitat de cartilag huma
amb diferents polimers comercials aplicant cicles d’esforgos de compressio i relaxacio, mitjangant
un estimulador mecanic desenvolupat pel grup d’Instrumentacié Electronica i Biomédica del
Departament d’Enginyeria Electronica de la UPC. A la taula 1.7. es mostren els diferents moduls
elastics per a cadascun dels polimers mesurats. Els polimers que es van comparar van ser tot una
serie de polimers naturals com el gel d’alginat, I'agarosa, la fibrina, i un de sintétic que ja s’ha
esmentat anteriorment, el PLGA. En aquest cas es va utilitzar una proporcié de PLGA 50:50.

Tal i com es pot observar a la taula 1.7., tant el gel d’alginat com el gel d’agarosa tenen un
modul d’elasticitat molt petit. Per altra banda, tant el polimer de PLGA com el de fibrina, tenen un
modul d’elasticitat superior i, a més, tenen un comportament totalment elastic al llarg dels cicles de

compressio i relaxacio, amb un comportament totalment lineal tant en les etapes de compressio
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com en les de relaxacié dels polimers. Aquesta propietat, indica que ambdos son, en general, uns

candidats ideals per a la regeneracio tissular condrocitaria.

Taula 1.7. Mdduls d'elasticitat pels diferents polimers obtinguts a partir de mesures de forga i desplagament
durant cicles d’esforcos de compressid i relaxacio aplicats als polimers mitjangant un estimulador mecanic
(Sarro 2010).

Polimer Modul d’elasticitat (N/mm?)
Gel d’alginat 3.56E-03
PLGA 50:50 6.54E-02
Fibrina 6.65E-01
Gel d'agarosa 6.92E-03
Cartilag 6.32E-02

El polimer ha de rebre una quantitat d’esforcos de compressié i cisalla important, a la
vegada que ha de mantenir una estructura robusta, tal i com fan les propies fibres de col-lagen del
cartilag hiali. Aquest fet es pot corroborar comparant els valors d’elasticitat obtinguts pels dos
polimers (taula 1.7.), amb el mddul d’elasticitat del cartilag hiali, amb un valor de 4.27E-02 N/mm?
obtingut a partir de la mesura mitjangant el mateix estimulador mecanic, d’'una secci6 de cartilag
hiali huma. El valor del modul d’elasticitat del cartilag hiali és més similar al polimer de PLGA (1.5
vegades superior al cartilag) que al polimer de fibrina (15.6 vegades superior al cartilag). Aixo fa
que el polimer de PLGA sigui I'escollit per a la regeneracié de cartilag front el polimer de fibrina ja
que per a la correcta diferenciacié del teixit I'ambient, on han d’anidar les cél-lules, ha de

mimetitzar el cartilag articular.

Cal fer esment també que el PLGA és un dels més comunament utilitzats en la medicina
regenerativa (Herrmann et al. 1970) i a més esta aprovat per la FDA per a productes terapéutics
(Holland et al. 1986; Jain 2000). Alguns dels exemples que es poden trobar a la bibliografia sobre
la utilitzacid d’aquest biopolimer en el camp de la medicina regenerativa en diferents models
animals son, l'ovella (Mainil-Varlet et al. 2001), el porc (Jiang et al. 2007), el conill (Uematsu et al.

2005) o el ratoli (Lee et al. 1994) entre d’altres. En el camp de la medicina regenerativa no només
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s'utilitza per a la regeneracio de cartilag, sind també per a la regeneracié de nervis (Wen et al.
2006) o teixit ossi (Thomson et al. 1996).

S’ha demostrat que la porositat és necessaria per a permetre que les biomatrius
colonitzades a altes densitats de sembra puguin rebre tots els nutrients necessaris durant el cultiu
in vitro (Freed et al. 1998). Els porus han d’estar interconnectats per facilitar la transferéncia de
nutrients i la eliminacié de subproductes de les cél-lules a través de tota la biomatriu (Lu et al.
2001; Woodfield et al 2002). Un dels principals objectiu en el disseny de les biomatrius és satisfer
els requisits de transferéncia de matéria per a que la matriu extracel-lular (ME) es vagi acumulant i
es formi l'estructura funcional que s'intenta regenerar en cada cas (Freed et al 1998; Vunjak-
Novakovic et al. 1998).

Molts dels estudis in vitro es basen en matriu cilindriques amb unes dimensiones entre 3-
10 mm de diametre i 5mm-10mm d’espessor, amb un volum dintre del rang 0.007-0.39 c¢m3
(Vunjak-Novakovic et al 1998). Per tal de que les cél-lules puguin infiltrar el polimer uniformement,
la biomatriu ha de contenir un gran nombre de porus interconnectats. La mida del porus optima
que es recomana, per a la regeneracio de cartilag articular, es troba entre 100 i 200um (Agrawal
etal. 2001; Freyman et al. 2001).

En un futur, si es vol aplicar la terapia en el ambit clinic huma, es requereix que els
materials i el procés de fabricacié compleixin les normes de correcta fabricacié o GMP (Good
Manufacture Practices). Pot resultar complicat dissenyar i validar un procés de fabricacié de la
biomatriu, ja que requereix unes instal-lacions molt costoses com son les sales blanques (Gee
2009). Aixi doncs resulta logic, ja des d’un inici, dissenyar I'experiment amb un tipus de material

que estigui disponible en el mercat amb qualitat GMP.

En el cas de les matrius de PLGA, existeixen en el mercat diferents tipus de matriu, ja
siguin malles trenades o no, amb diferents geometries. L'empresa Concordia Medical produeix
aquest material en qualitat GMP i pot generar diferents matrius amb diferents geometries, i
propietats. Hi ha exemples de la utilitzacié d’aquest material BIOFELT® en recerca basica, per
exemple, per a la regeneracio de teixit ossi (Kretlow et al. 2010). A la figura 1.7. es mostren

algunes de les formulacions d’aquestes matrius.
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Figura 1.7. PLGA (Concordia biomedical) amb qualitat GMP. A I'esquerra tenim una malla no trenada de
PLGA, al mig un malla trenada de PLGA i a la dreta malla no trenada de PLGA manufacturada amb
diferents geometries (rectangular, circulars).

Per les seves caracteristiques biomecaniques, estructurals i la disponibilitat comercial
d’'una versi6 amb qualitat GMP, durant aquest treball, al capitol 3 es realitza una posta a punt de la

fabricacié del PLGA i la seva colonitzacio per a la regeneracio de cartilag articular.

1.2.  Tecnologia de cultiu.

Les CMMA so6n unes cél-lules dependents d'una superficie a la que adherir-se per poder
créixer (cél-lules dependents d’'ancoratge). Les expectatives cliniques que presenten les CMMA
generen una demanda de grans quantitats de cél-lules per a la regeneracié de teixits. Els sistemes
més habitualment emprats al laboratori presenten limitacions per tal d'assolir les quantitats
necessaries de cel-lules, donat que no disposen de prou superficie. Cal doncs emprar sistemes

que permetin superar aquestes limitacions i assolir escales de cultiu més elevades.

Actualment existeixen diferents métodes de cultiu disponibles comercialment al mercat per
cultius a gran escala de CMMA, que es resumeixen a la taula 1.9. Les CMMA han demostrat
créixer satisfactoriament en aquests sistemes de cultiu mantenint els seu fenotip i la capacitat de

generar una matriu extracel-lular cartilaginosa (Freed et al. 1994).
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Taula 1.9 Avantatges i inconvenients dels diferents sistemes de cultiu existents (Melero-Martin et al. 2007).

Cultiu de cél-lules adherents

Sistema de cultiu Avantatges Inconvenients
-Escalat dificil
‘Molt laboriés
-Sense control de
-Simple parametres
T-Flask Ben caracteritzat ‘No perfusié
‘Laborids
-Sense control de
-Escala elevada parametres
Cell Factories (respecte al T-Flask) ‘No perfusié
‘ -Laborios
‘Ratio Area -Sense control de
superficial/\Volum parametres
Roller Bottle elevat ‘No perfusi6
-Ratio Area -Car
superficial/\Volum -Sense control de
elevat parametres
Cell Cube -Perfusio ‘No perfusié
-Simple -Desanclatge cel-lular
-Perfusio ‘Velocitats de

Pellet cultures

‘Control de parametres

creixements lentes

Hydrogel cultures

-Perfusié
‘Control de parametres

-Possible limitacié per
transferencia de materia
‘Velocitats de
creixements lentes

Microcarriers
cultures

‘Ratio Area
superficial/Volum molt
elevat
-Control de parametres
-Perfusio

‘Cél'lules exposades a
forces tensionals/estrés
-Alguns tipus cel-lulars
mostren creixement més
lent comparat amb
monocapa
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1.2.1.Medis de cultiu i additius.

En el cultiu de cél-lules animals, en aquest cas concret de CMMA, a nivell de recerca
esta ampliament estesa la utilitzacié del medi Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) com a
base per al creixement cel-lular. Aquest és un medi, descrit amb detall al capitol 7, que conté els
nutrients i components necessaris per al manteniment de les cel-lules. Existeixen altres medis
comercials disponibles, alguns per a Us de recerca i d’altres definits per a Us clinic. Durant aquest
treball no s’han utilitzat medis definits amb qualitat GMP per el seu elevat cost i la dificultat en la
seva definicio. La importancia dels medis, i sobretot dels additius com els sérums que s'utilitzen
per suplementar els medis, recau en la seva influéncia sobre laillament, el creixement i la
morfologia de les CMMA.

El sérum és el medi on es troben els eritrocits i leucocits in vivo, i per tant, no és sorprenent
que sigui un suplement excel-lent en els cultius in vifro (Maurer 1986). Des dels principis dels
cultius cel-lulars els investigadors han afegit serum al medi basic de cultiu en una concentracié del
1 al 20% (v/v) per fer créixer gairebé tots els tipus cel-lulars (Shacter 1989). Les principals funcions
del sérum son proveir als cultius d'una série de compostos amb diferents activitats que afavoreixen
el creixement cel-lular a partir dels seus precursors (Barnes et al. 1980). Entre aquests compostos

del serum es destaquen :

- Factors hormonals estimuladors del creixement i de diverses funcions cel-lulars: La majoria d'ells
es troben en concentracions de l'ordre de nanograms per mL en el sérum. Alguns d'ells sén
especifics per a cél-lules en diferents estadis de diferenciacio i d’altres no estan restringits a un sol
tipus cel-lular.

- Factors d'adhesi6 i extensio: Moltes cel-lules animals s'han d'adherir primer a un determinat
substrat i estendre's abans que puguin comengar a proliferar i formar una monocapa. Aquest
adheriment a un substrat és necessari pel creixement d'algunes, perd no de totes les cél-lules
cultivades in vitro.

- Proteines de transport: L'albumina és I'exemple més clar d'aquest tipus de proteines; donada la
seva carrega negativa s'uneix a acids grassos lliures, vitamines, lipids i hormones entre d'altres, i
transporta aquestes molécules entre els teixits i les cel-lules tant in vivo com in vitro.

- Elements traga: El paper de varis elements traga inorganics ha estat només parcialment estudiat,
perd molts actuen com a cofactors d'enzims.

- El sérum té una capacitat tamponadora important, basicament deguda a la preséncia d'albumina.
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- Inhibidors especifics de proteases: Aquests protegeixen a les céllules de les proteases afegides
al medi per subcultivar cellules adherents, aixi com de les proteases alliberades per la propia
cél-lula.

- Agents estabilitzadors i detoxificadors del cultiu: Alguns components del sérum poden unir-se i

detoxificar metalls pesats 0 compostos organics que es puguin trobar en el medi.

A més dels components que s'han descrit a I'apartat anterior, el serum conté també una
amplia varietat de components, components que o bé estan poc caracteritzats, o encara no s'han
identificat i variacié entre lots. Tot i aquest gran nombre de components presents al sérum, sembla

que només molt pocs sén realment essencials (Glassy et al. 1988).

No hi ha protocols d’aillament de CMMA que no requereixin d’addicié de sérum al medi
base. La concentracid del sérum varia en un rang entre el 2% i el 20% (v/v). La majoria dels
estudis utilitzen fetal calf serum (FCS), per6 la legislacio i les complicacions de reaccions immunes
han fet que s’investigui en alternatives com el serum d’'origen huma autoleg, heteroleg, plasma ric
en plaquetes i d'altres alternatives (pools de sérum). L'impacte del sérum en la composicid
d’aquests medis és desconegut, ja que no és un medi definit, pero hi ha indicis com les velocitats
de creixement i la morfologia (figura 1.8) que indiquen la seva rellevancia. Aquests fets fan
necessari un desenvolupament de medis definits lliures de sérum o nous serums que permetin
estandarditzar la producci6 cel-lular de CMMA per a passar a fases cliniques, complint amb la
legislacio vigent. Durant el capitol 3 es desenvolupa la preparacio de sérum per a I'especie ovina,

amb una série d’experiments amb sérum autoleg obtingut d’exéresis sanguinies.

Figura 1.8. Impacte de l'addicid6 de suplements a la morfologia cel-lular. D’esquerra a dreta, medi
convencial amb 2% de FCS, medi convencional amb albumina 50mg/ml, medi convencional sense FCS o
albimina, DMEM amb 2% FCS (Wagner et al. 2007).
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1.3.  Perspectives d’aplicacio.

Els avengos en el coneixement de la biologia de les cél-lules mare ha mostrat un futur
prometedor per fer front a reptes com el que proposa la medicina regenerativa. Mentre alguns
pensen que s’ha sobreestimat el potencial medic de les aplicacions de les cel-lules mare, una
analisis dels beneficis potencials per a diferents patologies, només als EUA, estima que unes 128
milions de persones es podrien beneficiar. Entre daltres destaquen pacients amb malalties
cardiovasculars, autoimmunes, diabetis, patologia musculoesquelética, etc (figura 1.9) (Perry
2000).

70 -

10 -
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Figura 1.9 Estimacié de pacients amb diverses patologies que es poden beneficiar de tractaments derivats
de la recerca en cél-lules mare (Perry 2000).

Altres aplicacions son atribuides a les cel-lules mare, no tan sols com a maquinaria
cellular, sin6 com a sistema de “gene delivery’, testat de productes farmacoldgics, estudis

genétics de mutacions letals en humans i substituts de models animals.

En el cas de les patologies articulars que impliquen un defecte en el cartilag articular, un
estudi retrospectiu a Alemanya, on es van estudiar 1708 pacients, va quantificar que els costos
indirectes de pérdua de productivitat eren 4 vegades superiors als costos directes derivats de les
operacions i els tractaments (Upmeier et al. 2007). Altres causes de lesions traumatiques son les
ferides de guerra, on el departament de defensa dels EUA quantifica en 2 bilions de dolars la

factura per les admissions en hospitals de ferits de guerra a Afganistan i Iraq durant el periode
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2001-05 (Masini et al. 2009). Si no es tracten correctament, aquestes ferides traumatiques poden

derivar en altres malalties com 'OA, generant un increment encara major de costos associats.

L’osteoartritis causa dolor i sofriment als pacients i el cost social és elevat. Per exemple,
als EUA, els costos directes i indirectes generats per 'OA es calculen en 65 bilions de dolars per
any (Jackson et al. 2001). Amb una aproximacié conservativa, 1 de cada 8 americans majors de
25 anys han manifestat clinicament simptomes d'OA, convertint aquesta malaltia en la primera
causa d'inhabilitacié als EUA (Lawrence et al. 2008). La comorbiditat d’'aquesta malaltia amb altres
processos associats o derivats de complicacions de la malaltia agreugen aquest problema,
incrementant els costos. S'estima que als EUA I'any 2005 hi havia 45 milions d’afectats, un 21%
de la poblacié adulta. Es parla d’'un mercat milionari per als tractaments de 'OA, en 2005 es va
estimar en uns 5 bilions de dolars, amb un creixement anual del 5%. S’estima que la quota de
mercat per a la regeneracio de cartilag, os i altres teixits connectius és aproximadament d’uns 15,5

bilions de dolars.

Un dels principals reptes de la terapia cel-lular és desenvolupar sistemes d’expansio
cel-lular capagos d’abastir la demanada que es generara un cop establertes les terapies cel-lulars.
En el cas del cartilag articular, s’estima que hi ha una incidéncia al voltant de 30 milions de casos
d’OA de genoll i 1,2 milions de casos de defectes condrals cada any als EUA, en majors de 50
anys (Medtech Insight 2002). Es interessant estimar les necessitats de la produccié cel-lular
necessaria per a portar a terme totes aquestes terapies. Aquesta estimacié es presenta a la taula
1.10.

Taula 1.10. Necessitats globals de producci6 de CMMA. S'assumeix que de l'incidéncia globlal de les
indicacions, només un 10% podrien ser beneficiaries de l'aplicacid de tractaments de medicina
regenerativa. * S'estima una concentracié de 64 milions de CMMA/cm3.** Grandaria referenciada per
Smith&Nephew Research Centre,York, UK.(Melero-Martin et al. 2007)

NECESSITATS GLOBALS DE CMMA

Incidencia global de
procediments
Indicacid quirargics

Defectes focals en cartilag articular 1,2:106
Osteoartritis de genoll 3:107

Nombre | Cél-lules
Tractament de medicina regenerativa d'implants | requerides*
Mida mitjana d’un defecte articular huma
(4mmx40mm)** 1 3,108
10% de la incidéncia de defectes focals 1,2-105 3,9-10%
10% de la incidéncia de Osteoartritis de genoll 3108 1,9-10%
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Com a resum, s’ha postulat una superficie de defecte condral a regenerar d’'uns 4 mm de
profunditat i 40 mm de diametre, mentre per osteoartritis seria necessaria el doble. A la literatura
existeix molt poca sistematica en quan a les densitats de sembra dels cultiu i dels constructes.
Alguns estudis postulen que el rang cel-lular de colonitzacié ideal per a la regeneracié de cartilag
mitjangant constructes osteocondrals ha de ser entre 20 i 100 milions de cel-lules per centimetre
cubic (Puelacher et al. 1994). A l'estimacié s’ha considerat una densitat de colonitzacié de 64
milions de cél-lules per centimetre cubic, obtenint una quantitat total necessaria de cel-lules de 320
milions. Estimant que només un 10% dels defectes condrals observats a les artroscopies son
candidats per a terapia cel-lular, la produccié mundial que s’ha d’afrontar, només per a regenerar
cartilag, varia entre 3.84E+13 i 1.92E+15 cel'lules per a defectes focals i osteoartritics

respectivament.

En el mercat ja existeixen alguns productes basat en al medicina regenerativa i alguns
d’ells es troben resumits a la taula 1.11. Es pot observar que les unitats manufacturades i els
pacients tractats no coincideixen en nombre en tots els productes, ja que per exemple, en el cas
de Epicel®, es pot fer banking de cél-lules i emmagatzemar el material biologic fins que sigui
necessari. En el cas de les aplicacions de cartilag, de les dades disponibles, sén 17500 pacients
els que s’han tractat des de 1995, quan es va aprovar la comercialitzacié de Carticel ®. En total,
dels productes de medicina regenerativa s’han manufacturat des de 1995 fins a 2010 unes

675.000 unitats i s’han tractat més de 334.000 pacients en diferents paisos (Mason et al. 2010).

Taula 1.11. Exemples de productes comercialitzats amb les unitats manufacturades i pacients tractats fins
al 31-03-2010.(Mason et al. 2010)

Producte Empresa Unitats  manufacturades | Pacients tractacts fins al
fins al 31-03-2010 31-03-2010

Carticel® Genzyme (EUA) 17000 17000

Chondrocelect® Tigenix(Bélgica) 500 500

Epicel® Genzyme (EUA) 127509 1653

Osteocel® NuVasive(EUA) 35000 35000

Existeixen diverses estimacions que situen el cost d’'una terapia basada en medicina
regenerativa al voltant dels 100-170 milions de dolars i 7-8 anys per portar al mercat un producte

des de el seu desenvolupament més basic, si no es troben problemes durant el procés, si fos aixi




Aplicacio de cel-lules mare mesenquimals per a la regeneracio de cartilag hiali

el procés es podria encarir fins als 560 milions de dolars (Hollister 2009). Durant aquest treball ja
s’han explicat les diferents fases per les quals s’han de passar el desenvolupament d’'un producte
de medicina regenerativa, encara que en aquest cas no es pot realitzar un analisis economic de
costos perque es desconeixen multitud de variables que poden afectar al desenvolupament del
producte. Per posar un exemple, s'estima que Carticel® va costar de desenvolupar uns 140
milions de dolars. Actualment el cost d'una terapia completa de TAC als EUA pot arribar a costar
entre 17.000 i 35.000 dolars per pacient en funci6 de les unitats de condrocits que necessiti el
pacient. Amb el TAC es crea un banc de cel-lules del propi pacient i cada unitat addicional que
pugui requerir el pacient costa 10.000 dolars. Les unitats addicionals son més economiques
perqué no requereixen de la cirurgia per a l'obtencid de cartilag autdleg i l'aillament dels

condrocits.

El retorn d’inversio és molt baix i el temps de retorn és excessivament alt per a unes
inversions que no acostumen a donar beneficis, ja que només el 30,2% de les terapies son
clinicament satisfactories en el moment que reben I'aprovacio regulatoria corresponent (Hollister
2009). La necessitat de reduir aquests costos operacionals i millorar les terapies existents sén

alguns dels objectius que persegueix aquest treball.

1.4. Cartilag.

El cartilag és un teixit que pertany al teixit connectiu que forma part del sistema esquelétic.
Principalment esta format per fibres d’elastina, col-lagen i condrocits, les cél-lules caracteristiques
del teixit cartilaginds que es troben incloses dins d’'una matriu d’aspecte gelatinds. La composicid
diferencial de cadascun dels elements caracteristics determina el tipus de cartilag: hiali (articular),
elastic i fibrocartilag. Les caracteristiques més importants dels tipus de cartilag es descriuen a

continuacio6 (Hollister 2001):

- Cartilag hiali: Es el més abundant dels tres, avascular i format principalment per fibres de
col-lagen tipus Il reforcant la matriu amorfa de substancia fonamental. Es troba a les superficies
articulars dels ossos, en les plaques de creixement dels ossos llargs, cartilags costals, esquelet

nasal i com a teixit de suport de les vies respiratories (laringe, traquea).
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La matriu esta formada per glucosaminoglucans (GAG) com I'acid hialuronic (AH), el sulfat
de condroitina i el queratan sulfat, que s’'uneixen a una proteina nuclear anomenada aggrecan, per
formar els proteoglicans de gran mida molecular, donant una gran resisténcia a la deformacié per
compressid i facilitant la difusié de petites molecules i gasos dintre del cartilag i cap a l'interior.
Presenta una organitzacio cel-lular columnar a la major part del seu gruix (figura 1.10). L'alta
hidrofilicitat dels GAG’s reté una quantitat d'aigua suficient com per suplir la falta de

vascularitzacio.

Figura 1.10 Cartilag hiali on s’observa 'organitzacié columnar dels condrocits. Barra = 250 Micres

- Cartilag elastic: Les fibres d'elastina son la caracteristica diferencial, es troben en gran

abundancia en les llacunes de condrdcits (figura 1.11), pero també tenen com a component
principal les fibres de col-lagen tipus II. A simple vista és groguenc i presenta major elasticitat i
flexibilitat que el cartilag hiali. Es pot trobar a I'epiglotis, en les parets del conducte auditiu extern,

en la trompa d’Eustaqui i en el cartilag corniculat i del cuneiforme de la laringe.

Figura 1.11 Cartilag elastic amb I'elastina tenyida gris. Barra = 100 Micres
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- Fibrocartilag: Es troba en discs intervertebrals, articulars, en els meniscs del genoll, en les
unions tendo-os i en les unions dels 0ssos plans de la pelvis (simfisi pubica). Les caracteristiques
principals recorden a una forma de transicié entre el teixit connectiu dens i el cartilag hiali, donat
que esta format per una combinaci6 de fibres denses de col-lagen i de condrocits ubicats a les
llacunes rodejades de quantitats variables de matriu hialina (figura 1.12). La matriu extracel-lular
esta formada per col-lagen tipus | i Il, condrdcits que es disposen en files (grups isogenics lineals)

entre les que es troben feixos ondulants de fibres de col-lagen i 'abséncia de pericondri.

“'V . : _v : - _
Figura 1.12. Fibrocartilag on s'observa la baixa densitat cel-lular i la disposicid dels condrdcits al llarg de
les fibres de col-lagen tipus |. Barra = 250 Micres

1.4.1. Estructura del cartilag articular sa.

El cartilag articular presenta una durabilitat i unes propietats mecaniques extraordinaries,
fins i tot quan sols mesura uns mil-limetres de gruix. La seva estructura i composicio el fan Unic per
proveir a les articulacions una superficie que combina una excel-lent lubricacio, minima friccio,
absorcié d'impactes i una resistencia mecanica a les continues carregues que sofreix una persona

al llarg de la seva vida (Bach et al. 2007).

Al voltant de cada condrocit s’ha definit una zona pericel-lular, una zona d'influéncia
d’aquella cel-lula, anomenada condro, i que es considera la unitat primaria del cartilag des del punt
de vista estructural, funcional i metabdlic (Poole 1997). La microscopia Optica mostra diferents
capes esquematitzades a la figura 1.13 que es diferencien per la densitat de la cel-lularitat i la
forma dels condrocits, que indica diferents propietats mecaniques i bioquimiques que ens
permeten dividir el cartilag articular en quatre zones (Milgram 1990):
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Zona superficial o tangencial
Zona mitja o transicional

"4 5= Zona radial

SO
Y HV . &— Linla de marea o calcificacié (tidemark)
i} 1’ Cartilag calcificat

Os subcondral

Os esponjos

Figura  1.13.  Estructura  microscopica  del  cartlag  hiali. ~ Adaptada de
http://lwww.netterimages.com/image/7498.htm.

- Zona superficial o tangencial (zona I): conté condrocits de mida petita i aplanats que semblen
fibrocits, que estan situats de forma paral-lela a la superficie articular. EI contingut en proteoglicans
(PG) es baix i les fibres de col-lagen es disposen preferentment paral-leles a la superficie (Eyre et
al. 2002). A més s’ha observat que la part més superficial d’aquesta zona esta desprovista de
cellules, i les fibres de col-lagen formen un coberta proteica compacta i semitransparent,
anomenada lamina splendens (Clark et al. 1990). Aquesta coberta protegeix al cartilag de I'abrasi6

i transmet les forces de compressio desde la superficie cap als margens del cartilag.

- Zona mitja o transicional (zona Il): representa el 40-60% del grosor total i presenta condrocits
més el-liptics i escampats per la matriu, que conté fibres de col-lagen d’entre 30-60 nm en una

disposicio obliqua d’'una manera aparentment desorganitzada.

- Zona radial o profunda (zona Ill): conté columnes de condrocits rodons i columnes de fibres de

collagen gruixut paral-leles (Mankin 1997). Aquestes fibres estan ancorades a la capa calcificada
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sense arribar a I'os subcondral i sén perpendiculars a les de la capa superficial (Bullough 1983). El

contingut en PG és alt i el d'aigua és baix.

- Zona calcificada: conté columnes de col-lagen sense una orientacié definida i condrdcits rodons
en nius, pero no PG, en una matriu calcificada amb cristalls d’hidroxiapatita calcica. La tincio amb
hematoxilina i eosina mostra una linia ondulant anomenada tidemark o linia de marea que separa
les capes radial i calcificada. Aquesta zona actua com a amortidor mecanic entre el cartilag

articular no calcificat i 'os subcondral (Goldring et al. 2008)

1.4.1.1. Condrocits.

El cartilag és un teixit relativament pobre en cel-lules. El condrocit (figura 1.14) és 'unic
tipus cel-lular que es troba al cartilag articular. Aquestes cél-lules deriven de cel-lules
mesenquimals i durant el creixement formen la matriu cartilaginosa. Amb la maduracid, la densitat
cellular del cartilag disminueix perd es manté relativament constant al llarg de tota la vida
(Stockwell 1967). EI metabolisme cel-lular esta molt disminuit al cartilag articular adult, pero els
condrocits encara sén actius i responen a diferents estimuls com mediadors metabolics (Fukuda et
al. 1995), agents farmacologics, composicié de la matriu, pressio mecanica i canvis en la pressio
hidrostatica. No responen a estimuls nerviosos (el cartilag és un teixit avascular) ni a estimuls

immunologics, ja que presenten una membrana sinovial que actua de barrera hematoprotectora.

A
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Figura 1.14. Condrocit fotografiat per microscopia electronica (15000X). M: Mitocondria;N: Nucli;G:
Aparell de Golgi; rER: Reticle endoplasmatic; M: Matriu extracel-lular. (Ross et al. 2006)
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Els condrocits apareixen en la fase de creixement de I'os a partir dels condroblastes, que
deriven de les cél-lules mesenquimals. En I'embri, el mesénquima (o0 mesoderma) donara lloc a
les estructures de l'aparell locomotor. En [l'esbos cartilaginds dels ossos, les cél-lules
mesenquimals es diferencien cap a condroblastes (Hamerman et al. 1970). Els condroblastes
secreten la matriu cartilaginosa, donant al teixit I'aparenca que les cél-lules hagin migrat a la capa
superficial, on reben forces de capes profundes, els condroblastes es divideixen creant columnes
de cél-lules que es van separant progressivament d’aquella capa a mesura que el teixit augmenta
el seu gruix gracies a la secrecié de matriu per les propies cél-lules (Archer et al. 1994). De fet, la
secrecio de matriu és el que va separant les cél-lules fins que arriben a la maduresa i llavors es
redueix drasticament la seva activitat metabdlica, estabilitzant-se la quantitat de matriu al seu

voltant.

1.4.1.2. Matriu extracel-lular cartilaginosa.

El cartilag hiali es conforma per les cél-lules i la seva matriu. Les peculiaritats de la matriu
son les que proporcionen les caracteristiques mecaniques i les funcions al teixit. Aquestes
funcions sén principalment les de suport de la carrega mecanica, absorcié i distribucid del xoc
mecanic en les superficies articulars diartroides, i les de proporcionar una lubricacié i friccio

idonies per a disminuir el desgast durant el moviment d’aquestes.

Proteoglican Col-lagen Tpus |l

Figura 1.15. Esquema de l'estructura microscopica de la matriu extracel-lular cartilaginosa. Els condrocits,
organitzats en grups isogénics, es troben envoltats per una xarxa proteica on els components principals son
col-lagen tipus II, proteoglicans i acid hialuronic. Adaptat de (Ross et al. 2006).
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La matriu que confereix aquestes propietats esta formada per dos elements presents en el
liquid sinovial, la xarxa de macromolécules proteiques i el liquid sinovial. El liquid sinovial esta
format en gran part per aigua (fins un 80%), gasos, proteines, nutrients i una alta concentracié de
cations per equilibrar la carrega negativa dels proteoglicans (PG) de la xarxa proteica. Aquesta
xarxa proteica es defineix per una composicié variable de col-lagen, PG, proteines no col-lagenes i
glicoproteines. El col-lagen es el component majoritari, amb un 60% del pes sec del cartilag hiali,

disposat en xarxes que donen estabilitat i rigidesa per la seva interaccié amb els PG.

El col-lagen caracteristic del cartilag hiali és el de tipus Il, com ja s’ha comentat
anteriorment, representant fins a un 90% del col-lagen present. La seva funci6 és proporcionar al
teixit propietats tensils i fixar els PG a la matriu extracel-lular. En canvi, amb una representativitat
inferior, perd amb una importancia vital hi ha els PG, macromolecules secretades pels condrocits
formades per glicosaminoglicans (GAG’s). Alguns exemples de GAG’'s en son el sulfat de
condroitina, el queratan sulfat, el dermatan sulfat i I'acid hialuronic, aquest ultim no sulfatat que
serveix per la unié dels PG, que a la vegada estan formats per GAG’s units a un nucli proteic
(figura 1.15.). Els PG i les proteines no col-lagenes s'uneixen a la xarxa de col-lagen per
interactuar mecanicament amb l'aigua, proporcionant aquesta rigidesa caracteristica del cartilag
hiali.

Els proteoglicans sén un dels dos tipus de macromolecules, junt al col-lagens, que
contribueixen a la funcié de carrega del cartilag articular, representant aproximadament el 10-15%
del pes sec d'aquest. Sén produits pels condrocits i secretats a la matriu extracel-lular per la
realitzaci6 de la seva funcid. L'estructura basica dels PG esta formada per un complex
macromolecular consistent en una proteina que forma el nucli de l'estructura on s'uneixen
covalentment diverses cadenes de glucosaminoglicans (GAG). Els GAG estan formats
principalment per unitats de sulfat de condroitina i queratan sulfat. Els agrecans inclouen una

proteina d’alt pes molecular i representen el 80-90% dels proteoglicans.

El biglica i la decorina son uns proteoglicans del cartilag amb una proteina central més
petita que I'agreca. Les dues tenen forma de ferradura (Scott 1996). El biglica conté dues cadenes
de dermatan sulfat i la decorina només una. El biglica es troba al voltant de les cél-lules i podria
estar implicat en I'organitzacié de la matriu pericel-lular i la proteccié mecanica de la cel-lula (Little

et al. 1996). El biglica representa el PG de baix pes molecular més abundant al cartilag articular

adult (McAlinden et al. 2001).
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Figura 1.16. La concentracié de proteoglicans i col-lagen varia en funci6 de la zona. Els proteoglicans
varien entre el 15-25% respecte al pes sec i el col-lagen entre el 67-86%.(Athanasiou et al. 2009)

La distribucié dels proteoglicans al cartilag no és homogenia (figura 1.16). S6n escassos a
la zona superficial i la seva concentracié és més alta a la zona transicional. A la zona profunda la
distribucio no és tant homogénia com a la transicional. La seva concentracio és més alta
immediatament al voltant dels condrocits; perd a totes les capes varia molt amb I'edat i la malaltia,
a l'igual que el tipus de PG. Son grans molécules que actuen com una molla, deformant-se sota
pressio i, quan cedeix, recuperant la seva forma original. Aixo contribueix a la propietat del cartilag

anomenada elasticitat.

1.4.2. Maduracio del cartilag.

En condicions normals, el cartilag sa presenta una coloracié blanquinosa i una brillantor
caracteristica (figura 1.17). A nivell macroscopic la coloracié del cartilag canvia amb I'edat, blavos
al cartilag immadur, probablement reflex de les estructures vasculars a la seva base i pel seu gruix

relatiu, i groc marronés al vell. També histologicament s’hi aprecien diferéncies. El cartilag
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immadur és més cel-lular i presenta una distribucié més difusa a tot el teixit. Les cél-lules a la capa
tangencial sén una mica més grans i no tant aplanades com a ladult. Les zones radial i
transicional son més gruixudes. Les columnes de céllules que s’aprecien a les capes profundes
del cartilag adult, a l'immadur arriben fins a una localitzacié més superficial i a la zona profunda
existeix una distribucio en columnes molt més definida. En aquesta zona profunda es poden trobar
vasos i les cél-lules despleguen una activitat mitotica demostrada a microscopia optica i, per les
caracteristiques de microscopia electronica, amb nuclis picnotics i vacuoles intracitoplasmatiques
que contenen glicogen. Al cartilag immadur hi hauria una banda per sota la capa tangencial amb
activitat mitotica i una altra més profunda immediatament superior a la zona d’invasié vascular. Al
cartilag adult ha cessat I'activitat mitdtica amb el desenvolupament d’una zona calcificada definida,

el limit de la qual s’anomena linea de marea o tidemark (Mankin HJ et al. 1997).

Figura 1.17 A 'esquerra s'observa un cartilag sa amb una coloracié blanquinosa. A la dreta s'observa un
cartilag diagnosticat d'artrosi amb una coloracié groguenca i de superficie irregular.

1.4.3. Degeneraci6 del cartilag articular.

Existeixen diverses causes de degeneracié del cartilag articular huma. La més freqiient és
la idiopatica, perd relacionada amb I'edat, i per aix6 s'anomena artrosi primaria. També hi poden
intervenir factors genétics (Williams et al. 1995). Altres causes poden ser malalties inflamatories,
substancies toxiques intraarticulars, exogenes o endogenes, o lesions mecaniques. La darrera pot
ser deguda a un desgast excessiu associat a alguns esports o treballs (Murray et al. 1999) o un
augment de les pressions sobre el cartilag (Chen et al. 1999) per una alteracié de la biomecanica

de I'extremitat (Solchaga et al. 1992).
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1.4.3.1. Factors etiologics.

Artrosi idiopatica

L'artrosi primaria és una malaltia del cartilag no associada a cap alteracié articular,
traumatisme o deformitat dssia prévia. Com que clinicament aquest procés es veu influenciat per
factors secundaris com l'edat, pes corporal, histdria de traumatisme i variacions anatomiques, es
considera I'artrosi com una malaltia no inflamatoria de les articulacions sinovials influenciada per

multiples factors en el seu origen i progressio.

La degeneracié del cartilag articular comenga a la capa superficial i progressa en
profunditat (Hembry et al. 2001) fins la seva completa destruccio. La velocitat d’aquest procés és
variable, i aixi a la majoria de casos la persona haura mort per altres causes abans d’arribar a la
destruccié completa del cartilag. En altres casos, una destruccié accelerada porta a la destruccio

completa del cartilag i I'articulacié de I'os subcondral dels dos extrems de I'articulacio.

Els canvis histologics, ultraestructurals i bioquimics del cartilag articular relacionats amb
I'edat s’han pogut estudiar en humans a partir d’espécimens quirdrgics per fractures del cap del
fémur. Amb I'edat, disminueix la densitat cel-lular del cartilag perd es manté relativament constant
durant la vida adulta. Aquests canvis fan les cél-lules menys efectives en el manteniment de les
macromolécules de la matriu i la reparacié de la matriu després d'una lesié (Buckwalter et al.
1993).

Traumatismes

Els traumatismes unics es presenten rarament a la clinica habitual. EI més freqiient és
trobar politraumatismes, impactes contundents que poden lesionar focalment el cartilag i altres
estructures veines. Les luxacions traumatiques de la rotula poden causar també defectes condrals.
La deteccié d’aquestes lesions és dificil amb la imatge radiografica convencional i cal I'aplicacié de
tecniques d’'imatge més avangades com la ressonancia magnética nuclear (RMN), on poden ser

identificades i avaluades amb més precisié i detall.
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Osteoartritis (OA)

Les lesions de cartilag en aquesta malaltia deriven d'una degeneraci6 progressiva per el
desgast del temps o sequeles de fractures. Una de les causes de I'OA en les articulacions es la
degradaci6 de cavitat sinovial de l'articulacié i en conseqiéncia, del cartilag articular. El fet de
perdre la capacitat d'amortir les forces de cisalla del moviment articular causa una progressiva
atrofia del musculs adjacents i un desgast de les estructures del compartiment afectat. Les

principals articulacions afectades sén el genoll, I'espatlla i maluc entre d’altres.

B C D

Figura 1.18 Lesions condrals segons I'escala d'Outerbridge. Grau 1:A; Grau 2:B; Grau 3:C; Grau 4:D.
(Erggelet et al. 2008).

Una de les escales més utilitzades per classificar 'evolucio de les lesions osteocondrals
derivades de I'OA és la d’Outerbridge (Figura 1.18), on hi ha 4 graus d’afectacio:

- Grau 0: Cartilag normal.

- Grau 1: Cartilag tou, inflamat i amb canvi de color focal.

- Grau 2: Defecte parcial, presenta fissures a la superficie, no arriba a os subcondral ni
excedeix d’'1,5 cm de diametre.

- Grau 3: Fissures a nivell de I'os subcondral en una area amb diametre superior a 1,5 cm.

- Grau 4: Os subcondral exposat.
1.4.3.2. Fisiopatologia.
Alguns dels desencadenants del procés artrosic idiopatic son I'edat o la immobilitzacio

perllongada de I'articulacio, que lesionaria els porus superficials del teixit i, per altra banda, forces

excessives sobre el teixit que superin el seu llindar de resistencia, sigui per una sobrecarrega
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puntual o per alteracions biomecaniques de I'extremitat, que de forma continuada sotmeten el
cartilag articular a unes pressions excessives. En el cas de la immobilitzacié perllongada,
augmentarien els porus superficials del cartilag i I'entrada de molécules nocives al teixit que en
condicions normals no podrien entrar per la seva mida. L’aigua entraria al teixit trencant les fibres

de col-lagen i convertint les lesions en irreversibles i progressives.

(@) (b)

Figura 1.19. Histologia de cartilag hiali tenyida amb safranina O. a: Cartilag sa ; b: cartilag osteoartritic.

Quan la xarxa fibril-lar mostra canvis patologics, aquests sén irreversibles i l'articulacié ha
iniciat 'evoluci6 cap a l'artrosi. Les capes profundes encara no estan afectades i tenen condrocits
organitzats en columnes de cél-lules actives amb una matriu intercel-lular normal. Pot existir una
reduccié de PG i col'lagen a la matriu pericel-lular. La pérdua de PG fa que existeixi una
disminuci6 de la tinci6 amb Safranina O (figura 1.19) a les zones superficials perd no a les
profundes, especialment al voltant dels condrdcits (Cruess 1971). Es produeix un desequilibri entre
sintesi i secrecid que porta a una disminucié de la matriu cartilaginosa i a la produccié de GAG

incomplets i per tant indtils (Matyas et al. 1995).

Amb l'augment de la gravetat de la malaltia, la sintesi tendeix a disminuir, essent normal a
les capes profundes que encara no estan afectades. La progressio de la destruccio del cartilag es
manifesta per I'aparicié d’acimuls de fibres desorganitzades i fissures. A la fibril-lacio de la

superficie amb desaparicié de condrocits s’hi afegeixen fissures i fibres petites de col-lagen
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degradades. Sota el cartilag normal de la zona radial, al costat de superficie amb fibril-lacid, es

troben quists sense continuitat amb la superficie de la zona veina amb fibril-lacié.

En les fases avangades prossegueix la disminucidé de PG, GAG i acid glucuronic
(Brocklehurst et al. 1984) per disminuci6 de la sintesi. Hi ha clusters de cél-lules. Les escletxes
arriben a la capa intermedia. La superficie articular presenta ara fissures, particules de detritus,
cellules inflamatories i una xarxa de fibrina. Tot plegat afecta la resisténcia i propietats
biomecaniques del cartilag articular. La divisio cel-lular per intentar sintetitzar més matriu es
produeix de forma desorganitzada. Aixo déna clusters de cél-lules en els quals algunes cél-lules
tenen nuclis anormals. La divisi6 cromosomica patologica podria explicar la sintesi de material
anormal per la matriu. També la inflamacié de la sinovial actua en aquest sentit alliberant
productes que acceleren el procés destructiu del cartilag, com seria el cas de les interleuquines. El
contacte directe de la matriu cartilaginosa amb el liquid sinovial crea una sinovitis local per
lalliberament de restes de cartilag a l'articulacid, que provoca l'alliberament d’enzims de la

membrana sinovial que destrueixen encara més la matriu cartilaginosa.

A totes les fases de l'artrosi, hi ha un augment del contingut d’aigua de la matriu. Aixo
provoca una perdua de resisténcia a la pressio, a més de fissures provocades per forces
tangencials. Aquest augment d’aigua seria degut a que queden més grups hidrofilics lliures en
trencar-se els PG o quedar molécules de PG més petites amb grups hidrofilics lliures (Mankin et
al. 1975).

Figura 1.20. A l'esquerra, histologia de cartilag hiali tenyida amb Hematoxilina-Eosina a I'esquerra, on
s'observa una fissura del cartilag seguint 'orientacié de les fibres de col-lagen i I'organitzacié columnar
cel-lular. A la dreta, un condil afectat per osteoartritis, fase final de I'artrosi degenerativa.
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A continuacié es llista tota una série de lesions que s'observen a nivell histologic al cartilag
artrosic (Meachim 1980):

- Fissuracio del cartilag (figura 1.20) seguint la mateixa orientaci6 de les fibres de col-lagen que es
podria interpretar com una “fractura de fatiga” de la xarxa col-lagena i recolzaria I'existéncia d’'un
procés de fatiga de materials com a causa de I'artrosi.

- Pérdua de cartilag superficial sense fissuracié que es podria relacionar amb un mecanisme
abrasiu o de desgast en la hipotesi etiologica del procés artrosic.

- Fissuracio horitzontal a nivell de la tidemark o linea de marea, que correspon al limit entre el
cartilag calcificat i no calcificat. Aixd suposaria una forca de cisallament entre la capa no
calcificada, que té una certa elasticitat en ser sotmés a carrega, i la capa calcificada, més rigida,
que no pot seguir la capa que té a sobre en els moviment de deformacid.

- Necrosi de condrocits que es manifesta com una manca de tincio del nucli a la histologia.

- Aparicio de clusters de cél-lules que contrasta amb la necrosi que pateixen alguns condrocits en
el mateix cartilag. Es tracta d’'una reaccio de proliferacié cellular a partir de condrocits que s’han
mantingut viables.

- Zones de fibrosi que alternen amb teixit ossi quan la pérdua de teixit cartilaginds arriba a l'os fins
el punt de produir un sagnat que permeti la proliferacié de fibroblastes.

- Pérdua completa de la capa cartilaginosa de I'articulacié i contacte del teixit ossi subcondral amb
la cavitat sinovial. Aquesta seria la fase final (figura 1.20) de I'artrosi amb una articulacié entre els

extrems ossis.

1.4.4. Autoreparacio del cartilag articular.

El cartilag articular no té la capacitat de reparacié d'altres teixits per continuar essent
funcional, en gran part degut a la seva avascularitat. En general, s'accepta que les laceracions del
cartilag fins la zona calcificada no sén reparables (Bentley et al. 1984). Perd quan una lesié
penetra fins I'os subcondral, les cél-lules mesenquimals de l'os poden crear un teixit de
regeneracié fibrocartilaginés (figura 1.21) format principalment per col-lagen del tipus | (Furukawa
et al. 1980). En altres teixits del sistema esquelétic es forma col-lagen de tipus | al defecte creat
per la lesio. En canvi el cartilag articular esta format, sobretot, per col-lagen de tipus Il que i
confereix les seves especials caracteristiques. El teixit cicatricial format en aquest procés no conté
col-lagen de tipus Il en la quantitat ni forma adequades, ni tampoc PG i altres molecules que

formen el cartilag articular sa.
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Figura 1.21. Encerclat en negre, fibrocartilag reparat després d'una intervencié quirdrgica. El cartilag que
es forma entre els implants autdlegs de cartilag, és fibrocartilag.

En altres teixits, quan es produeix una lesid, s'inicia una reaccio inflamatoria i pels vasos
arriben cel-lules que inicien la reparacié de la lesio. Aixd no passa al cartilag perqué no té vasos.
Aquesta resposta inflamatoria a altres teixits indueix la migraci6 de céllules indiferenciades que
comengaran la remodelaci6 de la lesié i faran desaparéixer el teixit necrotic. Al cartilag tampoc
existeixen aquestes cél-lules indiferenciades, encara que poden arribar a traves de la membrana

sinovial al lloc de lesi6 (Hunziker et al. 1998).

A llarg termini no s’aprecia guariment ni augment de la lesio. Després d’una lesié del
cartilag o a l'artrosi, alguns condrocits del cartilag adult si que responen augmentant la seva
activitat metabdlica (Bentley et al. 1984) pero la seva resposta és limitada i no hi ha evidéncia que
aquestes cél-lules puguin migrar cap el lloc de la lesi6. A més, aquests condrocits adults
probablement tenen una capacitat limitada per incrementar la sintesi de matriu. La seva activitat
metabdlica és suficient per mantenir la matriu que els envolta perd no per reparar un defecte
extens. Es pot concloure que la resposta reparadora que es dona en el si del cartilag quan es
lesiona prové de tres fonts: os, sinovial i cartilag. Malgrat la resposta, no és capag de tornar el

cartilag al seu estat original.
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1.5. Terapies establertes per la regeneracioé de cartilag articular.

Existeixen algunes terapies de regeneracid de cartilag, encara que no son del tot
satisfactories per als pacients i son tractaments molt cars. Un exemple és el Trasplantament
Autoleg de Condrocits (TAC), que pot arribar a costar uns 30000 dolars (Clar et al. 2005).
Basicament, s’extreu cartilag del pacient, s'expandeix in vitro per tenir una massa cel-lular suficient
i es reintrodueixen les cél-lules a la zona afectada. Existeix també I'alternativa del transplantament
de cartilag, també anomenat mosaicoplastia. Aquestes técniques tenen uns resultats acceptables,
perd només en petits defectes, per aixo es necessita la medicina regenerativa per generar teixits a
mida per les lesions cartilaginoses més habituals. A la taula 1.12 es resumeixen les terapies que

existeixen per al tractament de defectes focals en el cartilag articular.

Taula 1.12. Terapies médiques i quirtrgiques per a defectes focals de cartilag articular amb els respectius
inconvenients.(Williams et al. 2007)

cartilaginés danyat

Métode Técnica Inconvenients

| - Rentat artroscopic

Rentat Irrigacié de [larticulaci6 amb | Remissié del dolor durant poc temps
solucions de NaCl, Ringer o | No hi ha evidéncia clinica ni bioldgica de
Ringer lactat reparacié

Il - Desbridament

Desbridament Desbridament mecanic del teixit | Inestabilitat de 'articulacid

Recidiva

Condroplastia térmica

Desbridament amb calor o

Necrosis per dany térmic

radiofreqliencia
lll - Técniques d’estimulacié
medul-lar
Abrasié Accés  quirargic a  l'os | Teixit de reparacio fibrocartilaginds
Microfractura subcondral amb  reparacié | Mobilitat restringida
espontania induida
IV - Trasplantament
Autoleg Reemplacament del cartilag | Baixa fixacié de 'empelt
perdut per empelt propi Mobilitat restringida per inflamacid
Disponibilitat i morbiditat del pacient
Al-logénic Reemplacament del cartilag | Rebuig immunologic
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perdut per empelt d'un donant Transmissié de malalties

Manufactura i conservacid del teixit
congelat

V - Terapia cel-lular

Transplantament  Autdleg  de | Biopsia del pacient Tractament car

condrocits (TAC) Cultiu in vitro de cel-lules i | Dues cirurgies

reimplantacié en el defecte sota | Possible dany al cartilag adjacent

una capa de periosti Degeneracio a llarg termini

reduida

Capacitat per admetre integraci6 cel-lular

Com s’ha explicat anteriorment, la gran majoria dels productes es basen en condrocits
expandits. D'entre les terapies cellular existents, en fase de desenvolupament o comercials,

resumides a les taules 1.4., 1.5. 1 1.6., la més coneguda i de la que més dades es disposa és de

Carticel (Genzyme).

Carticel (Genzyme) va ser la primera terapia cel-lular autdloga aprovada per la FDA i
comercialitzada als EUA i Europa. Aquesta tecnica, descrita per primer cop I'any 1994 per Brittberg
(Brittberg et al. 1994) consisteix en [l'aillament, mitjancant digestié enzimatica d’'una biopsia del
propi pacient, de condrdcits autolegs. Aquests s’expandeixen ex vivo i son retornats al pacient,

segons mostra la figura 1.22.
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Figura 1.22 Trasplantament autdleg de condrocits. Representacié esquematica a I'esquerra. Pellet cel-lular
després de I'expansio e injeccié al defecte recobert per una capa de periosti, al centre i la dreta.
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Les cel-lules son cultivades sota unes condicions dissenyades per duplicar-se rapidament
sense perdre I'habilitat de reexpressar el fenotip de cartilag diferenciat un cop s'implanten al
defecte. EI manteniment de la funcié és essencial per al funcionament del teixit in vivo. Els
condrocits autolegs cultivats son infiltrats, en forma de suspensio (figura 1.22), al defecte condral,
on previament s’ha col-locat una membrana de periosti autdloga. El resultat és la regeneracid
parcial del teixit, obtenint un cartilag pseudohiali que expressa proteoglicans i col-lagen tipus Il. La

técnica presenta certs avantatges i inconvenients resumits a la taula 1.13.

Taula 1.13 Avantatges i inconvenients del trasplant autoleg de condrdcits.(Wood et al. 2006)

Avantatges Inconvenients
Teixit autdleg Cobertura incompleta de la lesid
Transplantament de teixit pseudo-hiali | Morbiditat associada a la biopsia
Es pot realitzar artroscopicament Disponibilitat limitada de donants
Lesi6 de I'os subcondral
Superficie del cartilag irregular

Tots aquests inconvenients i I'aparici6 de nous biomaterials compatibles per a la
regeneracié de cartilag han fet aparéixer una serie de productes, de moment només disponibles a
Europa. Els productes que es troben comercialitzats a Europa i als EUA sdn diferents ja que la
legislaci6 és diferent. Als EUA només es pot trobar el Carticel com a producte de terapia cel-lular
acceptat per a la regeneracio6 de cartilag. En canvi a Europa han aparegut noves terapies basades
en la colonitzacié i maduracié de condrocits a dintre matrius biocompatibles que s’implanten

passat un temps al defecte condral (Erggelet et al. 2008).

Culiu cel-lular

Allamen:
de CMMA

c0ey: CMMA
Sl expandides
CONSTRUCT P Criopreservacid
" CONSTRUCTE IS N
Implaniaci; <« COLONITZAT P WO G .
Cartilag lesionat

-----

B

Figura 1.23 Procés d'obtencié de constructes per a la regeneracié de cartilag articular. Ruta A:
Sense cultiu i maduracio6 en bioreactor. Ruta B: Amb cultiu i maduracié en bioreactor.

Bioreactor
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L’estratégia de cultiu és simple. Es biopsia el teixit, cartilag en aquest cas, saillen els
condrocits, i s'expandeixen in vitro fins obtenir el nombre de cel-lules necessaries per a portar a
terme el tractament (figura 1.23-Ruta A sense utilitzacié de biomatriu). Com a mesura preventiva i
de futur, s’emmagatzemen les cél-lules en un banc de cél-lules per a possibles necessitats de
futur. Les cél-lules expandides es colonitzen dintre d’una biomatriu dissenyada per a regenerar
cartilag, es cultiva a dintre d’'un bioreactor amb unes condicions de cultiu especifiques, i un cop el

constructe es considera apte, s'implanta al defecte focal.

Alguns exemples son els llistats a la taula 1.5, com Bioseed C, Biocart Il i Cares entre
d’altres. Els polimers es basen en matrius col-lagenes (tipus | i lll principalment), acid hialuronic o
PGA/PLA. En concret, Bioseed C ha estat desenvolupada per BioTissue Technologies, on una
matriu tridimensional colonitzada amb condrocits autolegs i madurada en un bioreactor durant un
periode de temps establert (figura 1.23 Ruta B), és implantada mitjangant fixadors com la fibrina,

impactacio o fixacié transossia (figura 1.24).

Des de 2001 s’han portat a terme diversos assaigs clinics controlats i estudis de
seguiment de 2 anys que han demostrat una regeneracié del cartilag articular amb una estabilitat
mecanica superior a la tecnica de Carticel i evitant els problemes que presenta aquest Ultim,

excepte la comorbiditat per la biopsia (Ossendorf et al. 2007).

Figura 1.24 Matrius Bioseed C colonitzades amb condrocits, implantades mitjangant una fixacio transossia
(Erggelet et al. 2008).
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1.5.1. Noves aproximacions

La introducci6 de noves terapies per al cartilag ha comportat també la identificacié de nous
reptes a solucionar com I'aparicié de fibrocartilag (Wood et al. 2006), I'expansié cel-lular insuficient
(Mand! et al. 2004) i problemes quirurgics (Manfredini et al. 2007). Per aquests motius s’han
buscat noves aproximacions terapéutiques. Durant la decada dels 90 i principis d'aquest segle,
s’han anat desenvolupant i comercialitzant el, ja esmentat, TAC, perd ja s’ha vist que presenta
problemes. Es per aixd que una nova generacié de productes s’han desenvolupat amb la
combinacié de la tecnologia cel-lular amb la de biomatrius, derivant en nous productes que es
poden anomenar Trasplantament Autdleg de Condrocit Assistit per Matrius (TACAM). Breument,
es realitza el mateix procediment que amb el TAC, pero les cél-lules sén vehiculitzades per una
matriu, ja sigui biologica o sintetica, tal i com s’ha explicat en I'estratégia general de I'enginyeria de
teixits a l'apartat 1.1.1 i la figura 1.3. Dintre dels components que s'utilitzen, poden existir
variacions tant a nivell cellular, amb diferents fonts d’on obtenir les CMMA, com de matriu, amb
diferents origens (natural o sintetica). Si es volen aplicar aquestes terapies en humans, s’han de

provar primer en experiments preclinics per avaluar la seva eficacia i seguretat.

A la taula 1.14. es mostra un resum de les diferents estratégies estudiades durant els
ultims 15 anys en el camp de la medicina regenerativa. Veient la taula 1.14. es pot afirmar que un
dels polimers més utilitzats durant els primers anys de l'enginyeria tissular i la medicina
regenerativa ha estat la malla no trenada de PGA. S’han utilitzat diferents estratégies per a
demostrar la capacitat condrogénica d’aquests constructes, tals com la implantacié subcutania en
ratolins immunodeprimits o en defectes osteocondrals en animals model com el conill o la rata, és

a dir, aproximacions in vivo.

Cal remarcar que la majoria de la recerca que s’ha fet, s’ha limitat a la experimentaci6 in
vitro en diferents sistemes de colonitzacié. Hi ha molts exemples de tipus de bioreactor, entre els
que es troben el flascé agitat, el bioreactor rotatori o els sistemes de perfusié (Sittinger et al. 1994;
Freed et al. 1997; Freed et al. 1998). Aquesta vessant més basica pot ser explicada per la dificultat
técnica i economica, de portar a terme un assaig en animals de gran mida per mimetitzar al maxim

les condicions humanes.
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Taula 1.14. Estratégies utilitzades en el camp de la medicina regenerativa i enginyeria tissular per a la
regeneracio de cartilag.

Font cel-lular Biomatriu Estratégia de cultiu Referéncia
Cartilag bovi Malla de PGA no trenada Flascé agitat (6 setmanes) (Freed et al. 1994)
Cartilag bovi Malla de PGA no trenada Implantacié subcutania en ratolins (Puelacher et al.

immunodeprimits (12 setmanes) 1994)
Cartilag lapi Malla de PGA no trenada Implantacié en defectes (Vacanti et al.
cartilaginosos en conills (7 setmanes) 1994)
Cartilag lapi Malla de PGA no trenada Perfusio (4 setmanes) (Dunkelman et al.
Cartilag bovi Malla de PGA no trenada Bioreactor rotatori(7 mesos) (Freed l?:f)1997)
Cartilag cani | Esponja de Col-lagen tipus I- Implantacié en defectes (Nehrer et al. 1998)
GAG Vs Esponja de cartilaginosos en gossos (15
Col-lagen tipus II-GAG setmanes)
Cartilag cani | Matriu de Col-lagen tipus I- Estatic en plaques de micropous (2 (Lee et al. 2000)
GAG Vs Matriu de Col‘lagen setmanes)
tipus [I-GAG
Cartilag bovi Malla de PGA no trenada Estatic en placa /Flasco agitat/ (Gooch et al. 2001)
Bioreactor rotatori (4 setmanes)

Cartilag bovi Esponja de PLGA Implantacié subcutania en ratolins (Sato et al. 2001)

atimics (8 setmanes)

Moll d'os lapi Esponja de PLGA Implantacié en defectes (Uematsu et al.

cartilaginosos en conills (4-12 2005)
setmanes)

Cartilag muri Esponja de PLGA Bioreactor rotatori (4 setmanes) (Emin et al. 2008)
Cartilag ovi B-TCP (Tricalci fosfat) Cultiu in vitro 15 dies+ Implantacié en | (Guo et al. 2004)

defectes cartilaginosos ovins(12-24

setmanes)

En aquest treball s'utilitza una biomatriu de PLGA amb unes caracteristiques que es

defineixen i caracteritzen al capitol 4 en funcié de I'assaig preclinic que es dissenya i discuteix més

endavant. A la taula 1.14 es pot observar que la majoria d’aproximacions realitzen un cultiu in vitro

per a la maduraci6 del teixit i la seva diferenciacio, prévia a una possible implantacié en un animal

model per demostrar la hipotesi que es plantegi. En el cas d’aquest treball, no es realitza cap cultiu

en bioreactor, tret del temps necessari per a la colonitzacié de les CMMA a dintre del PLGA.
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1.6. Estudis preclinics

Els estudis preclinics sén aquells que es realitzen a una fase previa als assaigs clinics
en humans pel desenvolupament d’'una determinada terapia. A la taula 1.1 ja s’ha comentat que
aquests representen els estadis inicials del procés que s’ha de portar a terme per a la
comercialitzacié d’'un nou producte per a Us huma, en canvi, tal i com s’ha vist durant la secci6
1.1.1. venen precedit per a una serie d’experiments i plantejaments previs ja explicats com la tria
de les cél-lules i la matriu, en el cas d’un producte de medicina regenerativa per a regeneracié de
cartilag, i tota I'estratégia que s’ha de planificar préviament a qualsevol experimentacié. Tota la
planificacid i experimentacié s’ha de portar a terme un cop es tingui clar I'estudi preclinic a

realitzar.

No existeix cap base de dades d’estudis preclinics, pero si una pagina web on es recullen

la majoria d’assajos clinics que es realitzen arreu del Mon (www.clinicaltrials.gov). Es indubtable

linterés de les empreses i d’alguns organismes publics per al desenvolupament de terapies
basades en la medicina regenerativa. Les CMMA han despertat un interes a la majoria de paisos
del mén. A la figura 1.25 es pot observar com la majoria d’assaigs clinics relacionats amb cél-lules

mare mesenquimals es porten a terme als Estats Units (47), Europa (51) i la zona Asiatica (68).

Figura 1.25. Distribucié geografica dels assaigs clinics relacionats amb cél-lules mare mesenquimals
registrats a la web http://clinicaltrials.gov. Als requadres en negreta es quantifiquen el nombre d’assaig per
cada zona geografica. Consultat per tltim cop el 9 de Juliol de 2012.
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Els objectius principals dels estudis preclinics son demostrar la hipotesi de treball en un
animal model i demostrar la seguretat del procés. Tradicionalment es realitzen una série d’estudis
farmacologics, toxicologics per veure la seguretat del procés i identificar qualsevol toxicitat relativa
al medicament que s’esta provant. Un punt important a determinar en els estudis preclinics és la
relacid dosi-efectivitat, per establir unes certes dosis inicials per a futurs assaigs clinics o
posteriors assaigs en models animals. En el capitol 2 s'estableixen els objectius especifics
d’aquest treball, pel que fa a I'estudi amb animals, en base a les recomanacions que realitza la

EMA per a realitzar assaigs preclinics en models animals.

Els estudis preclinics per al desenvolupament de nous medicaments o terapies, consten
en gran part d’estudis amb animals models. Sn importants ja que son clau per a la determinacié
de l'eficacia i la seguretat dels nous productes desenvolupats, abans de passar a un assaig clinic
amb humans. S’ha de tenir molt en compte, utilitzar i mimetitzar I'is clinic de la terapia per a

reproduir la situacié que es donara als humans (Lee et al. 2010).

En alguns casos, elegir 'animal model per a una malaltia és especific per a cada malaltia.
No hi ha cap animal model general, I'eleccio ha d’estar justificada per la conveniéncia general al
desenvolupament del producte. Un cop seleccionat el model, aquest s’ha de validar per evitar

variabilitat inherent en els experiments a conduir (Chu et al. 2010).

Es important realitzar un estudi preliminar per observar les limitacions que poden
presentar certes especies. L'estudi ha d'incloure parametres com la disponibilitat de I'animal,
aspectes étics, costos de manteniment, capacitat técnica per portar a terme I'assaig, informacio

histologica i les limitacions estadistiques.

Per a que els resultats obtinguts en el estudis amb animals serveixen per donar suport a
I'us clinic del producte, aquest ha d’haver estat testat en la seva formulacio final sempre que sigui
possible. Altres estudis no preclinics poden ser duts a terme per a donar suport a 'Gs clinic del
producte, com els experiments de diferenciacié in vitro, la integracio dels constructes o I'estabilitat

mecanica de les matrius i dels constructes entre d’altres (Lee et al. 2010).

Un cop escollit 'animal model s’ha de dissenyar I'estudi preclinics en funcio de les
necessitats i la disponibilitat de recursos. Es diferent fer un estudi amb ovelles, que amb cavalls,

els costos poden fer que I'experiment tingui ratio cost/benefici molt alta. L’estudi ha d’incloure tota




Introduccio

una série d’analisis de seguiment durant I'experimental, una recollida de dades sistematitzada i un
analisis postmortem exhaustiu portat a terme mitjangant la técnica del doble cec, tant per a
I'avaluacié macroscopica com microscopica dels resultats (Chu et al. 2010). En el I'apartat 1.6.1 es

discuteix quin és el model animal més adient per la generaci6 de lesions osteocondrals.

En el cas de medicina regenerativa, com en aquest treball, on es prova una combinaci6 de
cel-lules més una biomatriu, s’han de realitzar proves addicionals per confirmar la seguretat
necessaria per poder iniciar experiments amb humans. Per exemple, el potencial de les cél-lules
emprades de transformar-se en cél-lules malignes o el risc de ruptura o inestabilitat de la biomatriu
un cop implantada. L’analisi de risc d’aquests productes de terapies avangades ha de cobrir tots
els passos del procés de produccié com la font cellular (autoleg, al-logénic), la capacitat de
produir una resposta immunitaria, la proliferacié i diferenciacio, la combinacié de molecules
bioactives o biomaterials, la funcionalitat a llarg termini, la via d’administracié o la dosi, entre
d’altres. Tots aquest aspectes es poden avaluar en els estudis preclinics. Un dels principals
obstacles que presenten aquestes terapies és l'avaluacié de la interaccid cél-lula-matriu i el
constructe amb el teixit a regenerar. Aquestes interaccions generen una complexitat a nivell
tridimensional, en quant a la heterogeneitat de la composicié final i el remodelat del constructe
després de la implantacio. Aquesta complexitat comporta una dificultat afegida en la manufactura
ja que les proves in vitro que es realitzin per a predir la seguretat clinica del medicament, poden no
ser utils un cop s’hagi produit la remodelacié en el teixit a regenerar. Es necessiten, llavors, dades
in vitro i in vivo per assegurar 'eficacia i la seguretat d'aquests constructes. Tal i com ja s’ha
comentat anteriorment, una caracteritzacié extensa d’aquests constructes és necessaria, a nivell
molecular, cel-lular, puresa, viabilitat cel-lular, esterilitat i altres parametres necessaris per predir el
comportament un cop s'utilitzi en humans. Llavors son necessaris diverses proves posteriors a la
implantacio per comprovar que les cél-lules no han migrat i que la descomposicid/reabsorci6 del
biomaterial no afecta significativament a les propietats estructurals i funcionals de teixit que

s'intenta regenerar (Lee et al. 2009).

Tota la caracteritzacié que s’ha esmentat anteriorment s’ha de plantejar des d’un primer
moment en el procés de desenvolupament del medicament per tenir una visié global prévia del
procés de produccio, per determinar a priori els principals obstacles i complicacions que poden
anar apareixent durant I'experimentacié preclinica. La progressio exponencial del nombre de

productes de medicina regenerativa en desenvolupament es pot observar en 'aparicié de guies i
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estandards especifics per a la caracteritzacio de nous biomaterials en animals (F2027) o la guia
per l'avaluacié in vivo de la regeneracié de cartilag mitjangant materials implantables (F2451),
elaborats per I'Associacid6 Americana de d’Experimentacié i Materials (American Society for
Testing and Materials-ASTM) (Lee et al. 2009). També s'observa aquesta progressio de la
tecnologia en el nombre de companyies que es troben encara en fases precliniques de
desenvolupament. Segons un estudi del 2008, als EUA, unes 63 companyies es trobaven en fase
preclinica per desenvolupar diferents productes de medicina regenerativa o0 enginyeria tissular,
amb un volum d’inversié de 306 milions de dolars (Lysaght et al. 2008). Aquestes companyies
utilitzen principalment models in vivo per portar a terme les fases finals de I'experimentacio

preclinica, utilitzant models animals.

Aixi doncs, els models animals son clau en els estudis preclinics ja que sén els elements
de l'experimentacié preclinica que més dades aporten i més fiables sén. Tot i aixi, els models
tenen limitacions ja que no reprodueixen exactament els que passa en els humans, no presenten
la mateixa fisiologia ni el mateix metabolisme. La majoria d’aquests nous medicaments no tenen
establerts uns models animals especifics per a la seva experimentacid, llavors una de les
decisions clau per al disseny de I'estudi preclinic sera la tria del model animal per poder estudiar la

regeneracié del teixit diana que escollim, en aquest treball, el cartilag hiali.

En concret, dintre del camp de la medicina regenerativa aplicada al tractament de
l'osteoartritis, el medicament basat en CMMA més avangat és un producte de I'empresa Osiris
Therapeutics (EUA), Chondrogen®, una suspensié de CMMA procedents de moll d'os de donants,
és a dir, una terapia heterologa. Aquestes cél-lules es resuspenen en una solucié d'acid hialuronic
i s'infiltren als pacients. A la web de www.clinicaltrials.gov, una de les bases de dades d'assaigs
clinics més importants del moén, a la secci6 del producte en fase clinica de Chondrogen® hi ha
referenciat 'assaig preclinic que es va realitzar en I'espécie caprina per avaluar I'efecte reparador i
regenerador de 5 mL d’'una suspensié de CMMA provinents de moll d'os en una solucié d’acid
hialuronic, a una concentracié cel-lular de 2E+06 CMMA/mL (Murphy et al. 2003). A l'estudi
s'analitza la seguretat del procés i I'eficacia, avaluant només clinicament i histologicament els

resultats post-quirdrgics dels 9 animals que es van tractar amb el producte desenvolupat.

En el seglent apartat es valora els diferents models animals per poder assajar la
regeneracié de les lesions osteocondrals mitjangant el constructe que s’ha dissenyat amb CMMA

provinent de diferents origens i un biopolimer que es posa a punt durant aquest treball.
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1.6.1. Models animals

Malgrat que es disposa de tecnologia in vitro per estudiar diferents aspectes del procés de
desenvolupament d’'un nou producte basat en la medicina regenerativa, podent-se estudiar la
funcio dels condrocits i les CMMA, o caracteritzar les interaccions entre cél-lules i matrius, és

necessaria la utilitzacié de models animals.

Amb els models animals es pot estudiar el creixement cel-lular i diferenciacié en el
microambient de l'articulacid en conjunt amb els teixits adjacents, es pot estudiar també la
seguretat local i sistémica, la funcid cellular un cop implantat el producte, les propietats
mecaniques del neocartilag i els efectes a llarg termini del remodelat atribuit al producte implantat.
Durant els ultims anys s’han desenvolupat diversos estudis en animals de laboratori per a la

regeneracié de cartilag hiali. Alguns dels exemples es poden trobar a la taula 1.15.

Taula 1.15. Principals models animals emprats per a la regeneracié de cartilag hiali.

Model animal Referéncia

Roedors (ratoli i rata) (Fujisato et al. 1996)
Conill (Brittberg et al. 1996)

Porc (Jiang et al. 2007)
Gos (Breinan et al. 1997)

Cabra (Brehm et al. 2006)
Ovella (Russlies et al. 2005)

Cavall (Litzke et al. 2004)

Tot i I'existencia de diferents classes de models animals, no existeix un model perfecte per
a totes les fases de desenvolupament. La Societat Internacional d’Experimentacié en Cél-lules
Mare (International Society in Stem Cell Research — ISSCR) recomana la utilitzacié d’animals
petits (ratolins, conills) per a les fases inicials de la investigacio, corresponents al cribat inicial de
materials, cél lules i estrategies, i llavors utilitzar els animals grans (ovelles, cabres o cavalls) per a

estudis de confirmacié de I'efectivitat del tractament desenvolupat.
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A la figura 1.26, es poden observar les articulacions femorotibials de diferents animals. A
primera vista s'observa una major similitud entre 'huma i la cabra i ovella, per la forma d’articular
els condils amb la meseta tibial. Aquest i d’altres factors s’han de tenir en compte a I'hora d’escollir

el model animal amb el qual es portaran a terme els experiments preclinics.

Figura 1.26. Imatges radiografiques (projeccio lateral) de I'articulacid femorotibial de diferents animals.
(Bellemans 1999)

A Thora de l'eleccié del model animal s’ha de tenir en compte diversos aspectes per
valorar les diferents alternatives. Entre d'altres, es valora 'edat de maduracié esqueletica i el rang
d’edat amb la qual es pot treballar amb I'animal. El potencial de reparacio6 del cartilag i la resposta
als diferents tractaments varia en funci6 de I'edat de maduracié esquelética de I'animal. Com a
exemple es pot considerar la utilitzacié de periosti en diferents models de regeneracié de cartilag.
Aquest té el potencial de regenerar cartilag, perd en conills aquesta propietat és inversament
proporcional a l'edat, i a partir dels 6-12 mesos disminueix considerablement. Aquesta relacié
entre 'edat de maduraci6 i la regeneracié és deguda als canvis de composicidé de la matriu
cartilaginosa, en el contingut de cél-lules, de lipids, de precursors cartilaginosos del periosti, al
llarg de la vida dels animals (Reinholz. et al. 2004).

Un altre dels aspectes que s’ha de valorar és el grossor de la lesié experimental que es

realitzara. Cada model animal presenta un grossor caracteristic, que determinara molts aspectes
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del disseny inicial del experiment, ja que si es planteja una estratégia de CMMA colonitzades en
matriu, com en aquest treball, la forma, l'alcada i la superficie total de la matriu dependra del
grossor del cartilag. A la taula 1.16 es pot observar la variabilitat que hi ha entre els diferents
grossors de cartilag dels diferents models animals i la maduresa dels mateixos. Cap espécie
presenta un cartilag amb un gruix similar a 'huma, pero el cavall és la que més s’hi aproxima. En

el cas de la maduresa esqueletica és bastant variable entre espécies.

Taula 1.16. La maduresa esquelética, gruix del cartilag i la mida de lesio critica(diametre) en diferents
espécies. (Ahern et al. 2009)

Espécie Murina Lapina Canina Porcina Ovina Caprina Equina Humana
Gruix cartilag (mm) 0,1 0,3 0,95-1,3 1,5 0,4-1,68 0,8-2 1,75-2 2,22
16-39 42-52 14-20
Maduresa esquelética | Sempre | setmanes | 12-24 mesos setmanes 48-36 mesos | 48-36 mesos | 60-72 mesos | anys
Lesid critica (mm) 3 4 6 7 6 9 -

Un dels aspectes més importants és la mida critica de la lesié que es genera artificialment
per avaluar les diferents terapies que es vulguin aplicar per a la regeneracié d'aquesta. S’ha vist
que les lesions de 3mm de diametre en el model capri es reparen espontaniament. En canvi, si la
lesio arriba fins als 6mm no hi ha reparaci6 ni regeneracié espontania. Malgrat que no existeix cap
animal model on la lesi6 de cartilag hiali sigui igual que en humans, s’ha d’escollir el millor animal
model en base als criteris ja esmentats i d'altres com el cost del experiment, tant a nivell de preu
de I'animal com de l'estabulacio, la dificultat en la manipulacio del animals, la possibilitat d’accés
quirargic i la disponibilitat de personal qualificat, entre d’altres. Altres caracteristiques intrinseques
de l'animal s’han de tenir en compte com I'anatomia del genoll en relacié a les propietats
biomecaniques de carrega de I'animal, és a dir, en quina zona es realitza una major 0 menor
carrega durant I'exercici habitual de I'animal. Per exemple, es considera que, en el conill, un
defecte creat en el condil femoral suporta més carrega que un defecte creat en la fossa troclear.

En el cas de l'ovella, el condil femoral medial suporta més carrega que el lateral.

La naturalesa de I'implant cellular, sigui autdleg o al-logénic s’ha de tenir en compte, ja
que l'autdleg no hauria de presentar problemes, perd I'al-logénic requerira d’una immunosupressid
de I'animal, més dificil d’aconseguir en uns models que en altres. S’ha de considerar també el

seguiment i 'avaluacié que es realitzara a 'animal, ja que per exemple es disposa de técniques
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d’imatge com la ressonancia magnetica nuclear (RMN) per a estudiar grans animals, pero no de

petits com els conills o els ratolins, ja que el cartilag és massa fi en aquest Ultims. A la taula 1.17

es resumeixen els principals avantatges i inconvenients que presenten els diferents models

animals.

Taula 1.17. Resum dels avantatges i inconvenients dels models animals per a I'estudi de la regeneracié de
cartilag hiali (Ahern et al. 2009).

Espécie Avantatges Inconvenients
Murina Costos de compra i manteniment molt baixos Cartilag massa fi per a I'aproximacié quirdrgica
Disponibilitat de model immunodeprimits per a | Técniques d'imatge molt cares.
I'assaig de terapies al-logéniques
Disponibilitat de transgénics
Possibilitat d’estabulitzacié en laboratori
Lapina Costos de compra i manteniment baixos No presenta aproximacié artroscopica
Possibilitat d'estabulitzacié en laboratori Cartilag relativament fi
Fonts disponibles controlades Reparacié espontania massa facil
Experiéncia quirurgica extensa No es poden utilitzar elements de fixacio
Canina Fonts disponibles controlades Costos de compra i manteniment alts
Ampliament utilitzat en recerca en Osteoartriis | Animal de companyia
(Model Pond-Nuki) Problemes étics
Tolera rehabilitacié amb fixadors externs Dificil d’obtenir animals esqueléticament madurs
Porcina Costos de compra i manteniment assumibles Maduresa esquelética massa rapida
Aproximacio artroscopica Porcs de gran mida poden ser dificils de manipular
Ovina Costos de compra i manteniment assumibles Maduresa esquelética tardana
Aproximacio artroscopica Malalties concomitants (Febre Q, Toxoplasmosis)
Anatomia del genoll similar a 'humana Grassa patel-lar pot enmascarar I'articulacio
Condicions de carrega de I'articulacio excel-lents. Grossor del cartilag molt variable
Control post-operatori complicat
Caprina Costos de compra i manteniment assumibles Maduresa esquelética tardana
Aproximacio artroscopica Anestésia complicada
Anatomia del genoll similar a 'humana Malalties concomitants (CAEV)
Condicions de carrega de l'articulacié excel-lents. Control post-operatori complicat
Equina Anatomia del genoll similar a 'humana Costos de compra i manteniment molt alts

Condicions de carrega de l'articulacié excel-lents.
Grossor del cartilag similar a 'humana

Aproximacio artroscopica

Animal de companyia

Problemes étics
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1.6.1. Disseny experimental per a la regeneracié6 de lesions osteocondrals

Actualment tots els tractaments quirurgics per a la reparacio de cartilag articular s'apliquen
mitjangant una artrotomia, és a dir, una cirurgia oberta on l'articulacié queda totalment exposada.
La filosofia d’aquest treball es basa en I'assoliment d’'unes bases per a una futura aplicacié en
humans, per tant, és clau la técnica artroscopica. Aquest fet determina un disseny de I'experiment,
on la matriu es dissenya expressament per a poder ser implantada mitjangant el material

d’artroscopia del que es disposa. Aquesta és una de les innovacions que presenta aquest treball.

La técnica d’artroscopia es considera el sistema de referéncia en la diagnosi de les lesions
de cartilag, i s d’eleccid per a les intervencions quirurgiques de genoll ja que redueix els temps de
rehabilitacio, el dolor i les possibles complicacions post-quirirgiques com les infeccions (Oakley et
al. 2005). En base a aquesta condicid, es descarten el model muri i lapi donat que ambdds
presenten el cartilag i I'articulaci6 massa petits, fent impossible un abordatge artroscopic, ni tan
sols quirurgic en el cas del ratolins. A més, son animals model molt petits utilitzats normalment per
a estudis de cribatge, perd en aquest treball es vol realitzar un desenvolupament de producte i es
requereixen dades de toxicologia i farmacodinamica en animals més similars a 'huma. EI model
porci es descarta per presentar un creixement esqueletic tan rapid que pot arribar a pesar uns 100
quilograms en 4 mesos, esdevenint un animal molt dificil de manipular i estabular. En el cas del
model cani i equi es descarten per motius etics i economics, sén animals de companyia i no esta
acceptat socialment la seva utilitzacio en la recerca. Un cop fetes aquestes consideracions,

I'elecci6 es redueix entre 'espécie ovina i caprina.

Les diferéncies entre I'espécie ovina i caprina no es poden generalitzar a totes les
subespécies del mon. Depenent de la zona geografica en que es trobi, hi poden haver diferéncies
significatives, per exemple, a la taula 1.16 s’observa com el gruix del cartilag de I'espécie caprina
és més gran que l'ovina, encara que en el cas de la nostra regié geografica, la mida del condil pot
ser més gran en el cas ovi que en el capri (figura 1.27). Aquesta mida superior de 'ovella, fa que
s'assembli més a la humana i, a més a més, permeti un millor abordatge artroscopic i la seva

manipulacié intraoperatoria. Alguns autors asseguren que el genoll de l'ovella és el més similar al
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de 'huma (Burger et al. 2007). Es el model animal més utilitzat per a 'estudi de l'osteoartritis, una

patologia molt relacionada amb les lesions osteocondrals (Little et al. 2010).

Figura 1.27. Condils femorals exposats per a una ovella (esquerra) i una cabra (dreta).(Simon et al. 2009)

Per tant, tenint en compte tots els factors esmentat i les recomanacions dels cirurgians i
veterinaris amb qui es col-labora, es decideix la seleccid del model animal ovi. L'ovella presenta
una anatomia patel-lar molt similar a la humana i amb un genoll suficientment gran com per
realitzar I'abordatge artroscopic que es persegueix. Les ovelles sén escollides d’entre un rang
d'edat al voltant de 2-3 anys, coincidint amb la maduracié esquelética, i es comprova amb
analitiques i plaques de raigs X, que el seu estat de salut és correcte i no presenten anomalies

anatomiques prévies a I'experiment respectivament.

L’espécie ovina ha estat utilitzada per el desenvolupament del TACAM amb una avaluacié
artroscopica de les lesions mitjangant un artroscop confocal (Jones et al. 2008). Fins al moment no
hi ha cap estudi publicat que contempli la incorporaci6 de la técnica artroscopica a la implantacié
de matrius colonitzades per CMMA autologues expandides in vitro en model ovi per al tractament
de lesions osteocondrals. En el cas d’aquest treball, |a finalitat no es diagnostica sin6 terapéutica,
llavors es genera una lesié artificial model, i es posa a punt la metodologia quirtrgica per part dels

cirurgians i veterinaris col-laboradors.
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La lesié que es proposa ha de tenir una mida critica i una forma similars a les que es
troben normalment en les lesions condrals. A la figura 1.28 es representen diferents tipus de
lesions condrals, on poden haver-hi des de lesions superficials (A) que només afecten al cartilag
superficial, fins a les que afecten al cartilag (condrals) produint una erosi6 més o menys profunda
(B i C), o lesions osteocondrals que afecten tant a la zona del cartilag com de I'os subcondral. En
aquest treball s'intenta reparar o regenerar una lesié osteocondral com la que s’observa a la figura
1.28-D. Un cop establert el tipus de lesio, s’escull la morfologia cilindrica, ja que aixi s'observa en
la majoria dels casos de la literatura (Uematsu et al. 2005; Jiang et al. 2007; Nagura et al. 2007),
és més adient per a I'aplicacio artroscopica, i €s el model recomanat pels especialistes veterinaris i

traumatolegs, amb qui es col-labora en aquest treball.

Figura 1.28. Representacio de diferents tipus de lesions de cartilag hiali. A: Lesi6 superficial ; B: Lesio
cartilaginosa que no arriba a la linea de marea ; C: Lesi6 condral completa ; D: Lesi6 osteocondral que
arriba fins al moll d'os.

El material quirirgic amb el que es porta a terme la implantacié de les matrius (figura
1.29), s6n uns trocars de mosaicoplastia amb una mida determinada per la mida de la lesié. No
només la mida sind la morfologia, en aquest cas els trocars son un cilindres buits, i les canules
receptora i donant també son cilindriques d’acord amb la geometria seleccionada per la lesié. Tot
el material quirdrgic esta dissenyat per a la seva aplicacié en humans, en canvi en aquest treball,

s’ha adaptat el seu us per a I'aplicacio en ovella. A 'haver planificat ja la implantacié artroscopica
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des d’un inici, tots els experiments que s’han portat a terme amb les matrius i la seva fabricacié es
dissenya per a aquesta geometria cilindrica. Les caracteristiques mecaniques de la matriu que
s'utilitza han de permetre que aquesta sigui introduida per la canula de mosaicoplastia i s'ajusti a

la lesi6 experimental.

Figura 1.29. Conjunt de trocars utilitzats per a la implantacié artroscopica (Trefina de Michele, Smith and
Nephew Inc, USA). La lesié es realitza amb un trocar que presenta les seglients dimensions: 2,7 mm de
diametre intern i 3,5 mm de diametre extern.

A la figura 1.30, s'il-lustra amb un esquema representatiu com es planteja la lesid
osteocondral generada per artroscopia. La lesio es realitza sobre la part central del condil medial i
genera un cilindre buit a I'os subcondral, amb pérdua de cartilag articular, on es col-locara el

constructe.

Figura 1.30. Il-lustracio de la lesi6 experimental realitzada mitjangant artroscopia en els condils femorals. a:
Vista superficial;b: Vista del condil en tall sagital, on s’ observa la lesié experimental que es genera.
(Erggelet et al. 2008).
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El procés queda definit a 'esquema de la figura 1.31, on s’extrau una mostra de cartilag
articular de l'ovella. Posteriorment el teixit es disgrega i s'aillen les CMMA, expandint-les fins a
tenir les cél-lules necessaries per a colonitzar un cilindre de PLGA en un sistema de colonitzacio
segur i esteril. Un cop el constructe cél-lula-biomatriu esta preparat, els cirurgians realitzen una
lesié artificial sobre un condil de l'articulacié femoro-tibial i s'implanta el constructe en la lesié
osteocondral mitjangant una artroscopia. S'estableix un temps d’experimentacié en base a les
necessitats de la matriu per osteointegrarse. Posteriorment es sacrifiquen els animals per poder

avaluar la regeneracio de la lesié osteocondral amb el tractament proposat en aquest treball.
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Figura 1.31. Esquema de I'experiment pilot que s’ha dissenyat per posar a punt les metodologies i els
protocols per a la realitzacié d'un futur assaig preclinic.
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CAPITOL 2

OBJECTIUS

21.  Obijectius del treball.

L’objectiu principal que es pretén assolir en aquest treball és el desenvolupament d’una
terapia de medicina regenerativa per al tractament de lesions osteocondrals. Es planteja una
aproximacio experimental basat en la generacid d’una lesio osteocondral artificial realitzada en
un animal model, i la seva reparacid o regeneracié mitjangant la utilitzacié de cel-lules mare
mesenquimals adultes (CMMA) i una biomatriu. S'estudiaran diferents caracteristiques (forma i
composicié del polimer) de la biomatriu, i diferents combinacions CMMA-bioimatriu, i les
preparacions o constructes amb millors caracteristiques es provaran en animal d’experimentacio,
per avaluar la seva seguretat i eficacia. A continuacio es llisten algunes de les recomanacions,
establertes per I'Agencia Europea del Medicament (EMA), per a l'estudi de la toxicitat, la

seguretat i 'eficacia del nou medicament (EMA 2007):

- Revelacié del mecanisme d’accié del producte, ja sigui mitjancant el sacrifici dels animals
per subgrups o per metodes no letals com les técniques d’'imatge o I'artroscopia.

- Duraci6 del experiment suficientment extensa per poder observar i demostrar la

integracié i la eficacia del producte.
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- Estudis de biodistribucio, migracié i residéncia de les cél-lules en el teixit diana. Les
cel-lules poden migrar i produir disfuncions cardiovasculars, renals i d’altres en funci6 del teixit on

vagin a parar. Estudis de seguretat farmacoldgica son necessaris a nivell local i sistémic.

- Examinacié i avaluacié histologica del lloc d'implantacié i les zones col-lindants
mitjangant un processament histopatologic de les mostres després de la necropsia. Examinacio i

avaluacié dels linfonodes i dels drgans susceptibles de metastasi.

- Si un cop implantades, les cél-lules es diferencien cap a un llinatge determinat i la seva
expressid proteica canvia, llavors s’han de realitzar estudis de toxicitat que analitzin el patr6
d’excrecio de les cél-lules. S’ha d’estudiar la interaccié del producte amb els components tant

cel-lulars com estructurals del nou ninxol.

- Els estudis de toxicitat han d’abordar tant el producte com els diversos components
utilitzats durant la seva fabricacié i manufactura. El risc d'induccio de tumorogenicitat del propi
producte o per part de restes del procés de fabricacio, requereix descartar-ho amb estudis de
tumorogenicitat. A més, s’ha de demostrar que aquest no generi cap reaccié adversa ni

immunogenica.

Tenint en compte aquestes recomanacions de 'EMA, I'elaboracié d’aquest treball es
divideix en tres parts ben diferenciades: a la primera part s’estudien diferents tipus cel-lulars de
CMMA provinents de tres origens mesenquimals diferents. A la segona part, un cop establert el
disseny de I'assaig preclinic, es desenvolupa una biomatriu i s’estudia la seva colonitzacié per
part de les CMMA. La tercera part es pot dividir en dues etapes, una primera etapa on es posen
a punt totes les tecniques i procediments per portar a terme I'experiment preclinic emprant un
tipus concret de cél-lules i una segona etapa on es realitza I'assaig preclinic complert amb les
tres fonts cel-lulars i amb un nombre d’animals superior al de la primera etapa. Cal ressaltar que
el disseny de I'experiment es fa en funci6 de les caracteristiques del cartilag articular, influint
sobre la combinacié o constructe biomatriu-CMMA que es desenvolupa i caracteritza per poder
realitzar un assaig preclinic i provar I'eficacia i la seguretat del tractament en el model animal
experimental escollit. El pla de treball que es planteja dins de cadascuna d’aquestes parts i els
seus objectius especifics associats son els seglients:
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1) Component cel-lular.

- Alllar i estudiar I'expansio cel-lular de les tres fonts que es plantegen en aquest treball

per a la produccié de CMMA del model animal escollit.

- Estudiar cineticament i fisiologicament la proliferacié cel-lular de les CMMA i determinar

les condicions de cultiu optimes per a I'expansié cel-lular.

- Demostrar que les CMMA derivades de teixits mesenquimatics diferenciats mostren
caracteristiques mesenquimals com la multipotencialitat i I'expressié de determinats

marcadors de superficie.

- Estudiar I'efecte del suplement del sérum en la proliferacio cel-lulars de les CMMA, tant

humanes com animals, i seleccionar el millor per a I'expansié cel-lular.

2) Desenvolupament del constructe CMMA-biomatriu.

- Disseny de l'assaig preclinic que definira les caracteristiques del constructe CMMA-

biomatriu.

- Fabricacié de la biomatriu en funcio de les caracteristiques de la lesio i el procés de

preparacio escollit.

- Estudi de la colonitzacié per CMMA de la matriu més adient i seleccié per obtenir una

distribucié cel-lular homogénia.

3) Assaig preclinic per a la regeneracio de lesions osteocondrals.

- Integrar tots els punts previs per a la fabricacid del constructe a utilitzar en la

investigacio de la regeneracié de lesions osteocondrals en un determinat model animal.
- Realitzar I'assaig preclinic amb el model animal escollit.

- Avaluar els resultats de I'assaig preclinic amb diferents metodologies d'imatge, des de
macroscopiques fins a histologiques, analitzant si la terapia desenvolupada és segura i

eficag per a la regeneraci6 de lesions osteocondrals.




Objectius
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CAPITOL 3

CARACTERITZACIO DE CEL-LULES MESENQUIMALS

Tal i com ja s’ha comentat a la introduccio, les cél-lules son un dels components clau en
medicina regenerativa, essent les cél-lules mare mesenquimals adultes (CMMA) les escollides per
a la regeneracio de cartilag hiali en aquest treball de tesi. Per tant, és necessaria una exhaustiva
caracteritzacio, a nivell tant cel-lular com molecular. Aixi doncs, seguidament es descriuran les
estrategies per a I'aillament de CMMA de les diferents fonts cellulars plantejades, moll d'os (MO),
cartilag i teixit adipds. S’ha realitzat un seguiment dels principals aspectes del cultiu de cél-lules
animals adherents, és a dir, processos de caracteritzacio del creixement cel-lular sobre plastic, de
caracteritzacio fisiologica, de caracteritzacio de la diferenciacié i de caracteritzacié molecular.
Cadascun d'aquests seguiments s'estudien per separat mitjangant les técniques descrites al

capitol 7.

Per poder demostrar que les CMMA aplicades a la medicina regenerativa sén utils, és
important la validacié dels resultats in vitro en un model animal. Per tant, s’ha escollit un model
animal per a realitzar experiments de recerca basica i preclinica, la ovella. Paral-lelament a I'estudi
de les CMMA humanes, s’han caracteritzat les diferents fonts de CMMA del model ovi. Alguns dels
aspectes estudiats han estat la fisiologia, el creixement, I'aillament, el fenotip, I'expressié génica i

la multipotencialitat.
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3.1. Aillament i expansié de CMMA ovines.

A T'hora de dur a terme qualsevol terapia basada en medicina regenerativa per a la creacio
d’'un teixit de caracteristiques morfologiques i mecaniques adequades, es requereix un elevat
nombre de cél-lules per a poder-la iniciar, nimero que dependra de l'area o volum de teixit a
regenerar. Per posar un exemple, a la terapia cel-lular per al tractament de la malaltia de I'empelt
contra I'hoste, esta bastant establerta una dosi que oscilla entre 1-2E+06 cél-lules/kg per a cada
pacient (Giordano et al. 2007), encara que tal i com s’ha comentat a la introduccio, I'aplicacié amb
matriu que es vol desenvolupar en aquest treball reduira probablement aquestes necessitats, aixi
en el capitol 4, un cop definit la mida de lesi6 experimental i les matrius amb les que es treballara,
es determinaran les dosis cel-lulars pertinents. Tot i aixi, per tal d’'aconseguir aquesta quantitat de
cellules per a iniciar una terapia, sera necessari realitzar i posar a punt l'aillament i I'expansi6 de

la font cel-lular escollida.

Existeix poca experiéncia en l'aillament de CMMA dels diferents teixits en els que es
treballara en el model animal ovi. En canvi, existeixen diferents métodes per a les diferents fonts
en l'espécie humana, generalment basats en digestions enzimatiques o centrifugacions per
gradient de densitat (de ficoll o percoll). A continuacié s'exposaran els resultats obtinguts de
I'adaptaci6 i de les millores introduides als diferents processos d'aillament de cadascuna de les

fonts cel-lulars a estudiar.

El fet de no tenir marcadors especifics fa que les CMMA siguin unes cel-lules complicades
d’aillar amb una puresa suficient per establir un cultiu primari que proporcioni rendiments elevats
en I'expansié per a usos clinics. Durant els dltims anys s’han desenvolupat diversos métodes
d’aillament. A la figura 3.1. es representen les dues estrategies més ampliament utilitzades. Les
CMMA derivades de moll d’'os poden ser aillades mitjangant una sembra directa del moll d'os (MO)
(figura 3.1.A) o mitjancant una estratégia de dues etapes, una en la que es realitza una
centrifugacié amb un gradient de ficoll o percoll (figura 3.1.B), i una segona en la que es sembra
les CMN en placa i es manté en cultiu durant un temps determinat. La metodologia exacta s’ha
realitzat en condicions molt diverses (Rentsch et al. 2010; McCarty et al. 2009), de forma que és
aconsellable establir el protocol de treball en cada cas.
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Figura 3.1. Protocols per aillar CMMA a partir de moll de l'os. A: Sembra directa del moll d'os. B: Sembra
de la fraccié de CMN; A la dreta es mostren el dos tipus de gradient de densitat que més s'utilitzen, Ficoll i
Percoll. Els numeros corresponen a les diferents bandes cel-lulars que s'observa a la separacid per
centrifugacio : 1- Plasma 2- CMN; 3- Ficoll/Percoll; 4- Sang. Adaptat de (Bourzac et al. 2010).

3.1.1. Protocol d’aillament de CMN i CMMA ovines.

En aquest treball, s’ha plantejat un protocol d’aillament mitjancant dues etapes en les que,
en primer lloc, es realitza una centrifugacié mitjangant un gradient de ficoll (Histopaque®, Sigma) i,
en segon lloc, una expansio de les cel-lules adherents presents a la fraccidé que correspon a les
CMN, que s’obtenen mitjangant la separacié per centrifugacié. El cultiu de les CMN i I'aillament de
les CMMA depen d’una série de factors que influiran a la cinética i les caracteristiques de les
cel-lules, tals com son el serum utilitzat per complementar el medi, el medi de cultiu i el moment de
rentat de les CMN.
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Els protocols per a l'aillament de CMN a partir de moll d’os huma no es poden aplicar
directament per obtenir CMN de moll de I'os d’altres espécies, perod son similars. Per determinar
les condicions per a la realitzacio de I'aillament de CMN ovines, es tenen en compte les condicions
més habitualment emprades per aillar CMN humanes, i s'ajusten les seglients variables: velocitat
de centrifugacié (g), temps de centrifugacio, densitat del ficoll, dilucié6 PBS:sang de moll d'os i la
relacié de ficoll-MO (taula 3.1).

Figura 3.2. A l'esquerra (A) extraccid de moll d'os de I'estern d'ovella sota condicions d'esterilitat.
L'extracci6 es realitzava en quirdfans equipats per a experimentacié animal per personal qualificat, utilitzant
material d’un sol Us per preservar I'esterilitat maxima. A la dreta (B) moll d'os extret. El cirurgia dipositava el
moll d’os extret en tubs falcon de 50mL que contenien anticoagulant (ACD-A Grifols®)

L’extraccié de moll d’os és realitzada per cirurgians traumatolegs i veterinaris, amb una
dilatada experiéncia en experimentacidé animal que han col-laborat en el projecte de recerca en
que s'emmarca el present treball. El protocol i disseny experimental va ser revisat i aprovat
(nimero 688) pel Comité Etic d’Experimentacié Animal (CEEA) de la Universitat Autonoma de
Barcelona (UAB). Sota anestésia, els animals son intervinguts, i mitjangant una série de punxades
a l'estern (figura 3.2) s’extreu el maxim volum possible de moll d’os. Després d’una série
d’'experiments d’extraccié de diferents localitzacions entre les quals es troben la cresta iliaca,
humer i I'estern, es va decidir realitzar I'extraccié de I'estern per motius de volum d’extraccio de
moll d’os. Un cop determinat el lloc d’extraccié, el MO es recull en un tub de centrifuga estéril i es
realitza una separacié per gradient mitjangant ficoll, un polisacarid d'un elevat pes molecular, que
aglutina els globuls vermells i fa augmentar la seva velocitat de sedimentaci6. Tots els elements de
la sang presenten una densitat diferent, per tant poden ser separats mitjangant un gradient de
densitat. En aquest cas, la fraccid hematica queda al fons en la fase vermella, els leucocits i
limfocits queden a la part superior en la fase sérica, i els monocits, que és la fraccio on hi ha les

CMN, queden en la fase clara intermédia entre la hematica i la sérica.
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Taula 3.1. Resum dels resultats del cribatge per a les condicions del gradient de Ficoll per I'aillament de
cél-lules mononucleades del moll d'os.

Relacié Ficoll:MO

Densitat Histopaque | Centrifugacié CMN/mL
(g/mL) (9) Dilucié sang:PBS | Ficoll(mL) | MO(mL) MO Aspecte
1.077 200 1 1 3 3 2.73E+05 | Interfase difusa
1.077 200 1 1 4.5 10.5 1.12E+05 | Sense interfase
1.077 200 1 3 3 3 3.80E+05 | Sense interfase
1.083 200 1 1 3 3 3.12E+05 | Interfase difusa
1.083 200 1 3 3 3 5.00E+04 | Interfase difusa
1.191 200 1 1 3 3 3.57E+05 | Sense interfase
1.191 200 1 1 45 10.5 1.50E+05 | Sense interfase
1.191 200 1 3 3 3 1.65E+05 | Sense interfase
1.077 330 1 1 45 10.5 2.00E+04 | Sense interfase
1.083 330 1 1 3 3 3.97E+05 | Interfase debil
1.083 330 1 3 3 3 5.95E+05 | Interfase difusa
1.191 330 1 1 3 3 6.00E+04 | Interfase débil
1.191 330 1 1 45 10.5 8.52E-01 | Sense interfase
1.191 330 1 3 3 3 5.00E+04 | Sense interfase
1.077 670 1 1 4 4 2.05E+05 | Banda débil
1.077 330 1 1 20 20 1.38E+06 | Sense interfase
1.077 330 1 1 15 35 7.14E+06 | Sense interfase
1.083 330 1 1 15 35 6.75E+05 | Sense interfase
1.083 330 1 1 20 20 9.14E+05 | Sense interfase
Banda blanca
1.077 670 1 1 20 20 2.33E+06 fina
Banda blanca
1.077 670 1 1 15 35 2.29E+06 clara
Banda blanca
1.083 670 1 1 15 35 2.64E+06 clara
Banda cel-lular
1.077 1000 1 1 5 5 3.84E+06 evident
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A la taula 3.1. es presenten els resultats amb les variables estudiades: la velocitat de
centrifugacié (g), la relacio de ficoll-MO i la dilucié de sang:PBS. En les centrifugacions a velocitats
baixes, en el cas de la variable densitat del ficoll, no s’observa cap milloria respecte de les
solucions d’alta densitat (1.083g/mL i 1.191g/mL) comparat amb el que correspon amb la densitat
sanguinia (1.077g/ml). La separacié cel-lular, a més, no millora macroscopicament. No es produeix
una separacié per fases del component cel-lular vermell (eritrocits), complicant molt el
processament posterior i fent impossible un recompte cel-lular de les CMN al microscopi invertit de
contrast de fase. Aquest fet fa que s'introdueixi un pas de lisi d’eritrocits amb 160 mM NH4Cl per
millorar la visualitzacié de les CMN al microscopi. Pel que fa al rendiment de CMN obtingudes per
mil-lilitre de moll d’os, tampoc millora, sent lleugerament menor en el cas de la densitat alta. Els
rendiments en centrifugacions de baixa velocitat son d’'un ordre de magnitud de 1+E04-1+EQ5, en
quant a CMN/MO (nombre de CMN per mL de moll d’os obtingut), en canvi quan s’augmenta la

velocitat a 670g, l'ordre de magnitud augmenta fins a 1+EQ6.

Un dels aspectes que s’ha valorat de manera prioritaria ha estat I'aspecte del ficoll, en
concret 'aparicié de la banda on la fase que correspon a les CMN es separa de la resta. En el
primer cas, 200g, ni tan sols s'observa una interfase evident. En els altres dos casos, 300g i 670g
s'observa una interfase débil o, fins i tot, en els millors casos, una banda blanca clara. A la taula
3.1 es pot observar que les bandes més clares i diferenciades son les que corresponen a uns

rendiments d’obtencié de CMN/MO més alts.

En els casos en que no existeix interfase o aquesta és molt deébil, s’extreuen les cél-lules
de la posici6é on haurien d’aparéixer, entre el plasma i la sang, obtenint un rendiment molt baix de
CMN. Per tant la variable de la velocitat de centrifugacié (g) és la més sensible per tal d’ajustar les

condicions de l'aillament de les CMN del MO.

El protocol amb el que s’aconsegueix obtenir una separacié completa i distingible per a
I'extracci6 és la centrifugacio a 1000g, figura 3.3, on s’observa clarament la banda marcada amb
una fletxa negra. Aquesta és la banda que, mitjangant un procés manual, s'utilitza per continuar

amb el protocol d'aillament de CMMA provinents de moll d’os.
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Figura 3.3. Diferents condicions d'aillament (en quant a la velocitat de centrifugacio (g)) de les CMN. A:
200g en la que no s'observa cap interfase; B: 300g en que s'observa una interfase debil; C: 670g en la que
s'observa una interfase difusa; D: 1000g en la que s'observa una banda cel-lular evident.

Un cop determinades les condicions que permeten observar macroscopicament la banda
cel-lular on queden les CMN i on el resultat de rendiment d’obtencié de CMN per mil-lilitres de MO
(3.84E+06) és més elevat, s’estandarditza el protocol tal i com s’exposa a I'apartat 7.1.1.1. de
Materials i Métodes, consistent en una dilucié del MO 1:1 amb PBS i la centrifugacié en tubs de
centrifuga de 15mL amb una relacié 1:1 (MO-PBS:Ficoll) amb Ficoll (Histopaque) de densitat
1,077 g/mL, a una velocitat de centrifugacio de 1000g.

Les CMN aillades del gradient de ficoll es sembren en un flasco de cultiu per poder aillar
les CMMA, utilitzant la seva propietat d’adheréncia a suports plastics. La figura 3.4, mostra
I'aspecte tipic dels cultius durant el procés d’aillament i expansié. Als primers dies de cultiu,
I'observacid microscopica mostra una poblacié cel-lular amb molta heterogeneitat a nivell
morfologic, aixi com una elevada mortalitat, deguda a que la fase aillada del ficoll esta formada per

la fraccié de CMN i les CMMA, perd només aquestes ultimes tenen la capacitat d’adherir-se al
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plastic del flascd de cultiu, de manera que aquesta poblacié s’enriqueix després del rentat amb

PBS, de les cél-lules presents en el sobrenedant (figura 3.4-B).
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Figura 3.4. Procés d'aillament de les CMMA per rentat de les CMN. A) Poblacié inicial de cél-lules
obtingudes després de la separacié per gradient de densitats. B) Poblacié una vegada eliminades les CMN
per rentat. C) Morfologia tipica de les CMMA en fase d’expansid.

La capacitat d'adheréncia de les CMMA és la que permet i facilita I'expansié d'una
poblaci6 cel-lular amb una morfologia més homogénia, caracteritzada per un cos petit, del qual es
prolonguen unes extensions llargues, amb un nucli gran i rodo, facil d'identificar al microscopi
(figura 3.4-C). La morfologia correspon al que a la literatura s'anomena “fibroblastic-like”, ja que
s'assembla a la de cel-lules fibroblastiques. Els cultius durant les primeres hores no presenten
adheréncia i les cél-lules presenten una morfologia esférica (figura 3.4-A). El procés d’adheréncia
requereix un determinat temps. El temps de rentat no esta establert, hi ha diferents alternatives
operacionals com rentar amb PBS els cultius a les 24 hores (Colter et al. 2000), 72 hores
(Campagnoli et al. 2001) o 120 hores (Murphy et al. 2003). No hi ha estudis que comparin les

densitats de sembra de les CMN i el temps de rentat, en canvi si s’han desenvolupat altres formes
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d’optimitzar els protocols d'aillament i expansié de CMMA mitjangant altres procediments, com la
complementacié dels medis de cultius amb llisats de plaquetes o modificant les condicions de
cultiu (pO2) (Carrancio et al. 2008). En aquest treball no s’han implementat aquestes
optimitzacions, pero si s’ha estudiat, en el seglient apartat, la relacio entre el temps de rentat i el

creixement de les CMMA.

Pel que fa a l'aillament de CMMA a partir del cartilag hiali s’ha posat a punt un métode de
digestié enzimatica, descrit a l'apartat 7.1.1.2. Breument, es tracten les biopsies de teixit
cartilaginds obtingudes per cirurgians traumatolegs, d'un condil d’'un genoll reemplagat per una
protesi, mitiangant una digestié enzimatica (figura 3.5-A) on I'enzim principal és la col-lagenasa
tipus Il, que degrada la matriu extracel-lular i allibera condrocits que es desdiferencien cap a

CMMA i s'adhereixen al plastic de forma semblant a la que s’observa en les CMMA provinents de

moll d’'os.

Figura 3.5. Aillament de CMMA a partir de cartilag i greix. A: Cartilag durant el procés de disgregaci6
enzimatica; B: Extraccié mitjancant bidpsia intraoperatoria de greix subcutani.

En el cas de CMMA derivades de greix ovi, s’ha adaptat un métode basat en els protocols
existents en model huma (Gimble et al. 2003; Niemeyer et al. 2007) i cani (Neupane et al. 2008).
El protocol esta descrit a 'apartat 7.1.1.3. Breument, es tracten les bidpsies de greix obtingudes
per cirurgians veterinaris, mitjangant una disgregacié mecanica, seguida d’una digestié enzimatica
amb col-lagenasa tipus |. Aquest protocol degrada la matriu extracel-lular i allibera adipdcits que es
desdiferencien cap a CMMA i s’adhereixen al plastic de forma semblant a la que s'observa en les
CMMA provinents de moll d'os i cartilag. La gran diferéncia amb els protocols humans, on s’obté el

greix per lipoaspiracid, va ser que no es disposava de la tecnologia de lipoaspirat. Per aquest
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motiu es va haver de fer una prospeccio a diferents localitzacions anatomiques de l'ovella per
determinar el lloc idoni d’extraccié del greix mitjangant biopsia intraoperatoria (figura 3.5-B). Els
elements que s’han de tenir en compte sdn la quantitat de grassa que es pot extreure, la
comorbiditat de la biopsia i la quantitat de cél-lules que s’obtenen. Tal i com es detalla a I'apartat
7.1.1.3, es treuen fragments de teixit adipds dels flancs, la zona de prop de la cresta iliaca.
Aquesta localitzacio pot estar relacionada amb la correlacié que es troba entre la quantitat de

CMMA de greix i la preséncia de vasos sanguinis (Caplan et al. 2008).

3.1.2. Caracteritzacio de la cinética de creixement de CMMA provinents de moll d’os.

El procés d’expansié és una etapa molt important a I'hora de definir qualsevol aproximacié
en medicina regenerativa, donat que un dels factors clau per al seu desenvolupament és la
densitat de cél-lules al implant, o les cél-lules tota d'un tractament. L'aspecte clau en la
caracteritzacié d’aquest procés d’expansié és la determinacié de les cinétiques de creixement.
Com s’ha comentat anteriorment, donada la caracteristica de creixement per adhesié d’aquestes
cél-lules, la determinacié de la cinética de creixement s’ha d’efectuar mitjangant cultius en paral-lel,
en plaques de cultiu de sis pous, de forma que per a cada mesura de concentracio cel-lular (cada

48 hores) cal sacrificar dos dels pous, per tal de desadherir les cél-lules i procedir al seu recompte.

Aquest procés vindra influenciat per dues variables fonamentals: la densitat de sembra de
CMN i el temps al que s’efectua el rentat de les CMN del sobrenedant (temps de rentat). Per tal de
valorar el seu efecte, s'ha procedit al seguiment de la concentracié cel-lular fora de linia de
diversos cultius cel-lulars als que se’ls ha anat variant aquestes dues condicions. Les
concentracions inicials utilitzades sén de 1E+05, 2E+05, 4E+05 i 6E+05 CMN/cm2. Els cultius es
realitzen en plaques de 6 pous en condicions estandards de cultiu i s'efectuen recomptes de
concentracid cel-lular per duplicat cada 48 hores aproximadament. Pel que fa al temps de rentat
de les CMN del sobrenedant, s’ha emprat 3 (R3) 0 5 (R5) dies post-sembra de les CMN.

Donada la dificultat de fer un seguiment en linea de la concentracié cel-lular en aquests
sistemes de cultiu, i la obvia limitacié del seguiment fora de linea, associada a la necessitat de
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destruir la placa de cultiu on es fa la mesura, cal valorar la utilitzacié6 de mesures indirectes del
creixement cel-lular (Sarrd, 2010). Dintre d’aquestes alternatives es poden trobar en base a
l'analisi de I'activitat cel-lular, on una de les més utilitzades, es basa en I'evolucio de la mesura o

bé dels substrats presents en el medi de cultiu 0 bé de subproductes del metabolisme cel-lular.

Figura 3.6 Esquema simplificat del metabolisme central en una la cel-lula animal.

De I'esquema simplificat de les rutes del metabolisme central de les cél-lules animals,
representat a la figura 3.6, es pot observar que els substrats basics necessaris pel cultiu de
cel-lules animals son l'oxigen, la glucosa i els aminoacids, essent la glutamina el més important
entre els aminoacids. Per altra banda, els subproductes principals del metabolisme cel-lular animal
son, el lactat com a producte final de la glicdlisi i de la glutaminolisi, el dioxid de carboni com a
subproducte del cicle de Krebs i 'amoni, que es produeix durant la desamidacié de la glutamina i
desaminacio del glutamat, per tal de donar glutamat i en la subseqlent formaci6 de I'a-

cetoglutarat.

El seguiment de I'activitat cellular s’ha basat en la mesura d’alguns dels metabdlits
anomenats anteriorment. Dels substrats i subproductes que es poden mesurar, els més utilitzats
pel seguiment de cultius de cél-lules animals sén la glucosa i el lactat (Campmajé et al. 1994), que
es poden mesurar a partir d'analisis enzimatics mitjangant un YSI 2700 Select (apartat 7.5.2.). A
continuacio, a la figura 3.7 es mostren els perfils de creixement per a les diferents densitats de

sembra de CMN, als 3 dies de temps de rentat.
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Figura 3.7. Perfils de creixement de CMMA derivades de moll d'os d'ovella. Sembra de CMN a diferents densitats (1E+05,2E+05,4E+05,6E+05 CMN/cm?) i rentat a dia 3 (R3)

post-sembrat. Cél-lules (), glucosa (M) i lactat ('¥). Medi de cultiu DMEM suplementat amb 10 % de sérum. Condicions de cultiu: concentracié de CO; 5%, humitat 95%,
temperatura 37°C.
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Dels resultats obtinguts, s'observa en els perfils de concentracio cel-lular que la fase de
laténcia present en els diferents creixements és superior per aquells cultius amb menor
concentracié cel-lular inicial. A les dues densitats de sembra inferiors, els temps de laténcia
oscil-len entre els 5 i 8 dies, en canvi, a les densitats de sembra altes el temps de laténcia esta
entre 3 i 5 dies. Els cultius amb una densitat de sembra superior 4E+05 CMN/cm? i 6E+05
CMN/ecmz2, arriben a unes concentracions maximes de 5,8E+04 i 59E+04 cél-lules/cm?
respectivament. Un altre fet que visualment es pot observar son els consums de glucosa, on no
s'observa cap activitat metabdlica fins al moment del primer rentat amb PBS. Un cop es renten les

CMN i comencen a créixer les CMMA, comenga també el consum de glucosa.

A la figura 3.8 es pot observar que les cél-lules expandides amb densitat de sembra més
altes, s'obtenen aproximadament el doble de cel-lules finals respecte a 'indcul més baix, i al dia 10
de cultiu ja mostren grups de cél-lules més condensats, amb pocs espais buits per al creixement
cellular, per tant assolint la confluéncia del cultiu. En aquest moment es presenta l'efecte

d’inhibici6 per contacte. Aquest efecte s’observa millor en la figura 3.10.

Figura 3.8. Cultius de CMMA expandides fins al dia 10 de cultiu, després de rentar les CMN 3 dies després
de la sembra. Es poden observar les diferents densitats de confluéncia que s’'obtenen amb les diferents
densitats de sembra 1E+05 CMN/cm? (A), 2E+05 CMN/cm? (B), 4E+05 CMN/cm? (C) i 6E+05 CMN/cm?
(D). Encerclat en negre s'observen zones on el creixement ha arribat a la confluéncia.
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Figura 3.9. Perfils de creixement de CMMA derivades de moll d'os d’'ovella. Sembra de CMN a diferents densitats (1E+05,2E+05,4E+05,6E+05 CMN/cm?) i rentat a dia 5 (R5)
post-sembrat. Cél-lules (@, glucosa (M) i lactat ('¥F). Medi de cultiu DMEM suplementat amb 10 % de sérum. Condicions de cultiu: concentracié de CO, 5%, humitat 95%,
temperatura 37°C.
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A la figura 3.9 es mostren els perfils de creixement per a les diferents densitats de sembra
de CMN als 5 dies de temps de rentat. En el cas del rentat als 5 dies (figura 3.10), el primer punt
experimental correspon amb el primer valor de concentracié cel-lulars dels cultius que es van
rentar el dia 3 (R3), ja que se suposa la mateixa concentracio cel-lular i les mateixes condicions en
cada pou. Els cultius que assoleixen una concentracio6 cel-lular maxima sén les CMMA sembrades
a 4E+03 cel-lules/cm?, on s’observa una proliferacié que arriba fins a 1E+05 cél-lules/cm?, en el
que s'observa [l'inici de la fase estacionaria del creixement cel-lular. En les densitats restants, la
concentracié cel-lular maxima varia entre 4E+04 cel-lules/cm?2 i 9E+04 cél-lules/cm2. Pel que fa a la
fase de latencia, és més llarga pels cultius amb una concentracié cel-lular inicial menor (Levin
2002) perqué les cél-lules modifiquen els seus patrons metabdlics de consum en funcié de la
densitat cel-lular, fenomen conegut des de fa bastant temps, tant per a cultius de cel-lules animals
en suspensio (Sand et al. 1977), com pels cultius de cél-lules animals adherents (Hu et al. 1985).
En el cas de les dues densitats de sembra superiors, no s'observa practicament fase de laténcia,
des del moment del rentat les cél-lules han comengat a créixer exponencialment, fet que es
reflecteix també en el consum de glucosa, on s’observa l'inici d’aquest consum a partir del dia 5, al
igual en el rentat a 3 dies, coincidint en el moment del rentat. Aquest podria ser un indicador
d’activitat metabdlica per a cultius de cel-lules mesenquimals, on en el cas de no purificar bé les

CMN i no aillar les CMMA, no es trobaria cap consum de glucosa 0 aquest seria minim.

Figura 3.10. Cultius de CMMA expandides fins al dia 10 de cultiu, després de rentar les CMN 5 dies
després de sembrar-les. Es poden observar les diferents densitats de confluéncia que s'obtenen amb les
diferents densitats de sembra 1E+05 CMN/cm? (A), 2E+05 CMN/cm? (B), 4E+05 CMN/cm2 (C) i 6E+05
CMN/cm? (D). Encerclat en negre s'observen zones on el creixement ha arribat a la confluéncia.
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Tal i com s’ha comentat anteriorment, a la figura 3.10, s'observa amb més claredat el
fenomen d'inhibicié per contacte. En un cultiu amb una concentracio cel-lular baixa les cél-lules es
troben mes separades les unes de les altres (foto A), de manera que practicament no es troben

inhibides per contacte i, per tant, poden créixer a la seva velocitat maxima de creixement.

Es poden observar cel-lules fibroblastiques i altres més petites que no presenten la
morfologia fibroblastica, no presenten les prolongacions tipiques, fet que referma la necessitat de
trobar marcadors especifics per a cel-lules mare mesenquimals. Si aquests cultius s'utilitzen per
una expansio, aquestes poblacions de cel-lules no fibroblastiques son eliminades en gran part per
la dilucié que es produeix en el moment del subcultiu d’aquest cultiu primari de CMMA, on només
les CMMA es desadhereixen amb la tripsina i la resta de céllules no fibroblastiques queden
adherides al plastic. A mesura que es va augmentant la concentracié cel-lular inicial, el numero de
grups de ceél-lules fibroblastiques va augmentant fins a arribar a un moment (figura 3.10-D) en que
practicament el numero de cél-lules no fibroblastiques no es significatiu. En canvi aixo fa que es
vagi incrementant progressivament la quantitat de cel-lules que es troben inhibides per contacte
cel-lular, fent que la velocitat de creixement del cultiu vagi disminuint significativament. Com es pot
observar, a la densitat de sembra superior (figura 3.10-D), no hi ha cap espai buit i tot sén grups
de cél-lules fibroblastiques petites, i amb 10 dies d’expansio s’ha arribat a la confluéncia maxima,
les cellules es troben en la fase estacionaria del creixement cel-lular, on existeix una limitacié
fisica per manca de superficie i, es dona el fenomen d'inhibicié per contacte que fa que el

creixement s'aturi.

A continuacié es mostren els valors numerics de I'evolucio del creixement cel-lular amb les
equacions que es mostren a continuacio com a resum de I'apartat 7.8, on es descriuen en més
profunditat i s'exemplifica el seu calcul. En primer lloc, per calcular la velocitat maxima de
creixement, s'integra 'equacié que defineix 'augment la concentracid cellular en un sistema
discontinu, es pot aillar el primer dels valors que ens servira per comparar els diferents resultat, la
velocitat especifica maxima de creixement (um). El valor de la velocitat especifica de creixement
maxima, que correspon a la fase de creixement exponencial, s'obté a partir del pendent resultant
de l'ajust lineal de l'equaci6 3.1. Amb la pum, es pot determinar el temps que les cel-lules
requereixen per duplicar la seva concentracio (tq), a partir de I'equacié 3.2. El factor d’expansi6 per
a un subcultiu és el factor pel qual es multiplica la concentracio cellular inicial (Concentracié

cel-lular el dia 3 de cultiu en el cas de R3 i el dia 5 en R5) per tal d’obtenir la concentracié cel-lular
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final. Es un valor bastant utilitzat a la bibliografia i es calcula mitjangant I'equacié 3.3. Per tltim es

calcula els valors de qqu (consum especific de glucosa), qiac (produccio especifica de lactat) i que

s'obtenen de la pendent resultant de la linealitzacid de la relacio entre la variacié de la

concentracié de glucosa o lactat, respectivament, amb la integral de la concentracié cel-lular (ICV)
(Equacié 3.4.).

LnCc = LnCco + pp,(t — tlag)|

Equacié 3.1. On pn=velocitat especifica maxima de creixement.; Cc= Concentracio cel-lular; Cco=
Concentracio cel-lular inicial.

Equacioé 3.2. On ty = temps de duplicacio; um= velocitat especifica maxima de creixement.

ny Cco
Factor d'expansié = —]

Ccf

Equaci6 3.3. Factor d’expansié. On Cco=concentracié cel lular inicial; Ccf=concentracio cel-lular final.

ICV = [ Cedt = Y [Cei(tiyg — t))]

Equaci6 3.4. Concentracio cellular acumulada (ICV). Cci,i és la mitjana de les concentracions de cél-lules
viables en el interval de temps entre ti+1 i t;.

A la taula 3.2 es presenten els valors d'aquestes diferents variables pels experiments

realitzats d’expansié de CMMA amb diferents indculs i temps de rentat.

Taula 3.2. Dades cinétiques del creixement de, CMMA provinents de MO ovi ,a diferents densitat de
sembra i diferents temps de rentat. pmac velocitat especifica maxima de creixement.; T qup: temps de
duplicaci6; qgue: Consum especific de glucosa; qic: Produccié especifica d’acid lactic; Yp/s: Rendiment
subproducte-substrat.

Inocul Cc final Qgiuc (MmMoOl/(108 | qac (Wmol/(108

(celllem?) | pmax (dies) | taup (dies) | (CMMAJ/cm?) | Factor expansid cells*dia)) cells*dia)) Ypis
1e5 CMN R3 0.55 4.96 3.0E+04 32.06 0.97 413 3.52
2e5 CMN R3 0.47 1.48 4.4E+04 39.54 1.21 4.16 213
4e5 CMN R3 0.30 2.34 5.9E+04 9.55 0.90 4.02 250
6e5 CMN R3 0.27 2.61 5.9E+04 7.37 0.97 3.81 1.90
1e5 CMN R5 0.26 2.67 6.2E+04 66.36 1.26 5.57 514
2e5 CMN R5 0.56 2.75 4.1E+04 36.71 1.26 5.57 584
4e5 CMN R5 0.45 1.76 1.0E+05 16.60 1.36 4.00 1.80
6e5 CMN R5 0.34 2.04 9.4E+04 11.81 1.56 452 185
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En el cas del rentat a 3 dies, si s'observen les velocitats especifiques maxima de
creixement (Umax) obtingudes, de 0.55, 0.47, 0.30 i 0.27 hores™ pels inoculs de 1E+05, 2E+05,
4E+05, 6E+05 CMN/cm? respectivament, es pot veure que els cultius cel-lulars es troben
influenciats segons la concentracio inicial a la que es troben inoculats, de manera que la maxima
Mmax @ la que arriben és inferior a mesura que l'inocul va augmentant. La diferéncia més gran de
Mmax €S troba entre els indculs de 1E+05 CMN/cm?2 i 6E+05 CMN/cm2, amb una disminuci6 del

51% en aquest segon inocul.

En el cas del rentat a 5 dies es pot observar que les velocitats especifiques maxima de
creixement (Umax) obtingudes, de 0.26, 0.25, 0.45 i 0.34 hores™ pels inoculs de 1E+05, 2E+05,
4E+05, 6E+05 CMN/cm? respectivament, no presenten la mateixa relacid. Si s'observa un
augment de l'indcul 4E+05 respecte al 6E+05, perd disminueixen un cop es disminueix la densitat
de sembra a 1 0 2E+05. En el cas de la sembra a 1E+05 per al rentat als 3 dies, s'observa un
valor umax inferior a I'esperat segons la relacié inversa indcul-pmax. Aquest fet pot estar relacionat
amb la confluéncia dels cultius. Al igual que les cél-lules presenten un fenomen d'inhibicid per
contacte que es presenta més rapidament amb densitats de sembra més altes, es pot pensar en la

possibilitat d'un valor minim de sembra per als cultius de CMMA.

En el cas del rentat als 5 dies, la diferéencia maxima respecte la umax que es troba entre
dos inoculs diferents, no supera el 30%. Aquest fet pot ser explicat per la confluéncia, al realitzar el
rentat més tard, les cel-lules presenten una inhibicid per contacte més rapida i llavors la max NO

augmenta tant comen el cas del rentat als 3 dies.

Els rendiments subproducte/substrat, on obtenim valors dintre del rang 1.8-3.52, no s6n
consistents amb I'equimolaritat 1:2 que presenten la glucosa i el lactat. Aquest fet pot ser degut a
que la fase de laténcia en les CMMA provinents de moll d'os es troba emmascarada per la
preséncia de les CMN. A la figura 3.7 i 3.9 s’observa que les corbes de glucosa no disminueixen
fins que no s’eliminen les CMN mitjangant el rentat amb PBS al dia 5, tot i aixi, es dilata més en els
casos de les densitats de sembra més baixes on hi ha menys consum. Al no haver-hi consum de
glucosa fins al final de I'experiment, no es disposen de les dades suficients per obtenir el calcul
dels pendents que reflecteixen la velocitat especifica de consum de glucosa i producci6 de lactat

que serveixen per calcular el rendiment producte/substrat.
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3.1.3. Caracteritzacié de la cinética de creixement de CMMA provinents de cartilag

articular.

De forma semblant al cas anterior, s'estudia la cinetica de creixement de cél-lules
provinents d'una font diferent, el cartilag articular, estudiant tres densitats cel-lulars: 1E+03,
2.5E+03 i 5E+03 cél-lules/cm?2. En aquest cas, el protocol d'aillament i expansié no presenta cap
rentat de CMN, ja que aquestes no es troben presents. Dels condrocits que es disgreguen
enzimaticament es desdiferencien i s'adhereixen al plastic només aquelles cél-lules que sén
CMMA. Per tant, les ordres de magnitud dels indculs son diferents ja que es sembren condrocits
disgregats que es troben amb menor nombre que les CMN al MO. Les condicions de cultiu han
estat equivalents a tots els experiments, amb un medi de cultiu DMEM suplementat amb 10% de

serum, a una temperatura de 37°C en un incubador de C02 al 95% d’humitat.

8e+4

6e+4 - } i

4e+4

2e+4 +

Concentracio cel-lular (cél-lules/cm?)

16

Temps (dies)

Figura 3.11. Perfils de creixement de CMMA derivades de cartilag hiali, a diferents densitats de sembra
1E+03( @), 2.5E+03(0) i 5E+03( '¥). Medi de cultiut DMEM suplementat amb 10 % de sérum. Condicions
de cultiu: concentracio de CO, 5%, humitat 95%, temperatura 37°C.

El comportament de les CMMA de cartilag ovi respecte la densitat de sembra (figura 3.11)
és el mateix que els de les CMMA provinents de moll d'os. Si s'augmenta la densitat de sembra,
s’augmenta també el temps de duplicacio, ja que disminuim la velocitat especifica de creixement

maxima (Umax), i €l factor d'expansid. En el cas de les CMMA provinents de cartilag articular
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s'observen unes fases de laténcia practicament inexistents, a diferéncia del que s'observava
abans en les CMMA de moll d’os on s’observaven fases de laténcia fins i tot de 8 dies, també
degut a que les cél-lules s’han d’adherir i separar de la fraccié6 hematopoética de les CMN. El
primer que destaca és també la concentracié cel-lular maxima de CMMA a la que s’arriba en
cultius de CMMA de cartilag (6-7E+04 cel-lules/cm2), molt inferior a I'obtinguda respecte al moll
d’'os (1E+05 cél-lules/cm?), aproximadament un 40% menys en els millor dels casos. A la figura
3.12 s'observen els perfils de consum de glucosa i produccié de lactic, similars als de CMMA
provinents de moll d'os, encara que en aquest cas s'observa més activitat metabdlica, arribant-se

a esgotar els nutrients en els cultius, en el quals no s’ha fet cap recanvi de medi.

1,2

Concentracié glucosa i lactat (g/L)

0,0 . . . ‘ §\‘T“£“

0 2 4 6 8 10 12 14 16

Temps (dies)

Figura 3.12. Perfils de consum de glucosa i producci6 de lactat, de CMMA provinents de cartilag hiali a
diferents densitats de sembra. Glucosa (  )ilactat( ) per alindcul de 1E+03 cell/cm?;, Glucosa ( I )i
lactat ( O) per a I'inocul de 2.5E+03 cell/cm?; Glucosa ( #) i lactat ( <) per a l'nocul de 5E+03 cell/cm?;
céllules/cm?( ). Medi de cultiu DMEM suplementat amb 10% de sérum. Condicions de cultiu: concentracio
de CO; 5%, humitat 95%, temperatura 37°C.

Les CMMA provinents de cartilag articular semblen, de I'analisi de les dades, molt actives
metabolicament (figura 3.12), a diferéncia dels condrdcits que es troben al cartilag hiali sa adult,
on es troben en estat GO amb una activitat metabolica basal (Kusuzaki et al. 2001). Les tres
densitats de sembra més baixes tarden més en comencar a consumir la glucosa i produir lactat. A

la figura 3.12 es pot observar una correlacié entre el punt d’esgotament de la glucosa al dia 6 i el
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punt d’aturada del creixement cel-lular el dia 6 en el cas de I'indcul més alt. La concentracid
cellular final no és la maxima aconseguida durant el cultiu. En el cas de l'inocul de 2.5E+03
CMMA/cm? s'arriba fins a 5.2E+04CMMA/cm2, un 24% més respecte la concentracio cel-lular final
del cultiu a dia 14. En el cas de lndcul 5.0E+03 CMMA/cm2 la disminucié entre el valor de
concentracié cel-lular maxima assolida durant el cultiu i la concentracio final és del 16%. Aquesta
disminucio pot ser deguda als efectes toxics de I'acumulacié d’acid lactic al cultiu. A la taula 3.3 es
recullen les dades cinétiques i metaboliques de les CMMA de cartilag sembrats a diferents

densitats.

Taula 3.3. Dades cinétiques del creixement de, CMMA provinents de cartilag hiali ,a diferents densitat de
sembra. Mmax Vvelocitat especifica maxima de creixement.; T qup: temps de duplicacié; qgu: Consum
especific de glucosa; qic: Produccié especifica d'acid lactic; Yp/s: Rendiment subproducte-substrat.

Cc final
Inocul (cell) | pmax (dies™) | t aup (dies) | (CMMA/cm?) | Factor expansio | qgiu(umol/108cell-h) | qiac(amol/108cell-h) |Ypls
1,0E+03 0.51 1.37 2.9E+04 29.42 8.28 16.66 1.91
2,5E+03 0.38 1.85 4.2E+04 20.68 7.61 15.74 1.78
5,0E+03 0.32 217 5.5E+04 12.61 12.45 25.7 1.76

En aquest cas I'explicacié a la baixa densitat cel-lular aconseguida amb lindcul més baix
ha estat 'esgotament de nutrients. El dia 10 del cultiu, esta totalment exhaurida la glucosa que
contenia el medi, llavors les cél-lules tenen una aturada del creixement immediata. Es podria
pensar el mateix de les altres densitats de sembra, pero en el capitol 5 es demostra que no es aixi.
En canvi si es podria mantenir la concentracio cel-lular maxima assolida durant el cultiu amb un
control més acurat dels nutrients, amb recanvis de medi per eliminar I'acid lactic del medi i evitar

aixi la disminucid de la concentracio cel-lular.

En general, s'observa que el metabolisme de les CMMA en monocapa provinents de
cartilag articular presenta una activitat similar a les CMMA provinents de moll d’os. Les velocitats
de consum de glucosa i la velocitat maxima de creixement son similars comparant el millor cas de
cada font cel-lular, 0.51h"! en el cas de les CMMA de cartilag (1.0E+03) i 0.56h-" en les de MO
(4.0E+05 R5). A la taula 3.3 s'observa una tendéncia ascendent de la velocitat de consum de
glucosa en funcié de la densitat de sembra. Hi ha un relacié directa entre la velocitat especifica de
creixement i el consum de glucosa, a més densitat, més consum. La velocitat de produccié de

lactat és major en el cas de maxima densitat de sembra, on es troben valors superiors a les dues
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densitats de sembra més baixes. Pel que fa al rendiment subproducte/substrat, s'obtenen valors

proxims a 2, que son consistents amb I'equimolaritat 1:2 que presenten la glucosa i el lactat.

En resum, s’ha establert un protocol per expandir CMMA, provinents tant de moll d’os com
de cartilag, el que permet afirmar que el cultiu de llarga durada de CMMA ovins es possible, tot
controlant els nutrients del medi, ja que aquests poden ser un factor limitant en el cas de les
CMMA provinents de cartilag hiali.

3.1.4. Caracteritzacio de la cinética de creixement de CMMA provinents de greix.

S'analitza finalment el creixement de les cél-lules provinents d’una tercera font, el teixit
adipds, estudiant també 3 densitats cellulars: 1E+03, 2.5E+03 i S5E+03 cél-lules/cm2. Les

condicions de cultiu han estat equivalents als anteriors experiments.

S5e+4

4e+4

3e+4 : / °

Concentracio cel-lular (cél-lules/cm?)

(;) é All (IS ;3 1I0 1I2 14
Temps (dies)
Figura 3.13. Perfils de creixement de CMMA derivades de greix, a diferents densitats de sembra 1E+03(®

), 2.5E+03(0) i 5E+03('¥F). Medi de cultiut DMEM suplementat amb 10% de sérum. Condicions de cultiu:
concentracio de CO2 5%, humitat 95%, temperatura 37°C.

A la figura 3.13 es representen les tres densitats de sembra que s’han provat en el cas de
les CMMA provinents de teixit adipds. Els perfils de creixement sén molt similars a les CMMA

provinents de cartilag articular. No s’observen fases de laténcia en cap de les densitats assajades.
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Si es tingués en compte els temps d’aillament enzimatic, es podria assimilar aquest al temps de
laténcia, perd no és aixi perqué en el cas de les CMMA provinents de moll d’os, hi ha CMMA des
de les primeres 24 hores adherides al plastic, i la fase de laténcia que presenten és superior a la
de CMMA provinents de cartilag articular i greix. Tal i com ocorre en les CMMA de cartilag
articular, la concentracio cel-lular maxima a la que s’arriba en cultius de CMMA de greix és inferior
a la obtinguda amb les CMMA de moll d’os, aproximadament un 40% menys en el millor dels
experiments, fins i tot inferior a la obtinguda en les CMMA de cartilag articular, al voltant de 6E+04

cellules/cm? en els CMMA de cartilag articular i 5E+04 cél-lules/cm? en les CMMA de greix.

Concentracio glucosa i lactat (g/L)

Temps (dies)

Figura 3.14. Perfils de consum de glucosa i producci6 de lactat de, CMMA derivades de greix, a diferents
densitats de sembra. Glucosa (  )ilactat ( ) pera I'indcul de 1E+03 cell/cm? Glucosa ( M) i lactat (

O) per a linocul de 2.5E+03 cell/cm? Glucosa (#) i lactat (<) per a lindcul de 5E+03 cell/cm?
céllules/cm?( ). Medi de cultiu DMEM suplementat amb 10% de sérum. Condicions de cultiu: concentracio
de CO; 5%, humitat 95%, temperatura 37°C.

A la figura 3.14 s’observen els perfils de consum de glucosa i produccié de lactic, que sén
similars als obtinguts en les CMMA de cartilag articular (figura 3.12), on també s’observa un
augment de l'activitat metabolica en comparacié amb les CMMA provinents de moll d’os, arribant a
esgotar els nutrients en cultius en el quals no s’ha fet cap recanvi de medi. Aqui es podria pensar
en una inhibicié del creixement per esgotament de nutrients cap al dia 10 de cultiu, 0 a una
toxicitat cellular provocada per I'acumulacié d'acid lactic. En aquest cas no s’han realitzat
experiments posteriors amb recanvis de medis, pero al capitol 5 s’observa la variabilitat individual

que existeix entre els diferents cultius dels animals utilitzats per a I'assaig preclinic. En el cas dels
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cultius de CMMA derivades de greix on si es recanvia el medi, no s’arriba mai a la densitat cel-lular
6E+04 cél-lules/cm2. Per tant és més probable que existeixi una aturada de la proliferacié per

altres motius que no siguin 'esgotament de nutrients, com la inhibici6 per contacte.

Es torna a trobar una relacié inversa entre la densitat de sembra i la velocitat especifica de
creixement, tal i com es mostra a la taula 3.4. Les CMMA provinents de greix ovi es comporten
exactament de forma semblant a les altres fonts cel-lulars. Si s'augmenta la densitat de sembra,
augmenta el temps de duplicacio, ja que disminueix la velocitat especifica de creixement maxima
(Mmax) i €l factor d’expansid. Els perfils metabdlics (figura 3.14) sén similars als de les CMMA de
cartilag articular (figura 3.12). Hi ha una disminuci6 en la produccio de lactat especifica d'un 28% i
una disminuci6 en el consum de glucosa del 25%. Aquest fet podria explicar que les CMMA de
cartilag articular arribin a una concentracio cel-lular superior. En les CMMA de greix també s’ha
observat un esgotament de nutrients el dia 8 per a les dues densitats més altes de sembra
assajades. En canvi, no és fins el dia 12 que apareix 'esgotament de nutrients en el cas de la
densitat més baixa, 1E+03 cél-lules/cm?, perd en canvi, si que s'observa I'esgotament el dia 10
(figura 3.14) com demostra 'entrada en la fase estacionaria. Aquesta dada referma la idea de que
els problemes de proliferacio en la fases avangades del creixement, es poden atribuir, en gran
part, més a un fenomen d'inhibicié per contacte que a una falta de nutrients que inhibeixi el
creixement cel-lular. Juntament amb la dada avangada anteriorment, en que s’ha observat que en
cultius on es recanvia el medi mai es sobrepassa la densitat 5E+04 cél-lules/cm?, es pot intuir un
problema d'inhibicié per contacte en les CMMA de greix a densitats al voltant de 4-5E+04
cellules/cm2. El fenomen d'inhibicid per contacte o problemes per inhibicid de creixement per
metabolits com el lactat, podrien afectar el creixement de les CMMA de greix. El rendiment
subproducte/substrat, on obtenim valors proxims a 2 sén consistents amb I'equimolaritat 1:2 que
presenten la glucosa i el lactat. En aquest cas també s’observa que la concentracio cel-lular final
no és la maxima aconseguida durant el cultiu, com per exemple en el cas de I'inocul de 2.5E+03
CMMA/cmz2, perd la disminucio de la concentracié respecte aquet maxim no es tan acusada com

en el cas de les CMMA de cartilag articular.

Aquest fenomen de proporcionalitat inversa entre la concentracié cellular inicial i la
velocitat maxima de creixement a la que arriba un cultiu és un fet intrinsec pels cultius de cél-lules
animals adherents (Sekiya et al. 2002), que pateixen una inhibici6é per contacte cel-lular i, per tant,

les afecta en major grau com més elevada és la concentracié cel-lular (Abercrombie et al. 1962).
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Taula 3.4. Dades cinetiques del creixement de, CMMA provinents de greix ovi ,a diferents densitat de
sembra. Pma Velocitat especifica maxima de creixement.; T gy temps de duplicacio; qgue: Consum
especific de glucosa; qic: Producci6 especifica d'acid lactic; Yp/s: Rendiment subproducte-substrat.

Inocul (cell)

Cc final

Hmax (dies™) | t aup (dies) | (cpMmA/cm?)

Factor expansid | qgiu(pmol/10¢cell-h)

diac(#mol/105cell-h)

Ypls

1,00E+03

2.8E+04

0.53 1.31 29.43 7.30 17.56

1.92

2,50E+03

4.3E+04

0.34 2.07 16.98 9.17 17.86

1.88

4.6E+04

0.28 2.55 9.25 9.18 18.44

1.75

5,00E+03

Pel que fa a la comparacié entre diferents fonts, s’observa a la taula 3.6, en analitzar les
millors dades obtingudes en cada cas, una velocitat especifica maxima de creixement superior en
el cas de les CMMA de cartilag articular i de moll d’os. En el cas de CMMA de moll d’os, s’ha
comparat amb el valor de sembra de CMN de 4E+05 cél-lules/cm2, per tant no es del tot
equiparable, perd és el valor que, a dia 2 de cultiu post-rentat de CMN, s’aproxima més a la

densitat de 2,5E+03 cél-lules/cm? de les altres dues fonts.

La concentracid cel-lular final obtinguda, en el cas de les CMMA de moll d’os és
comparable, o inclus supera les dades publicades en altres treball d'investigacié. Per exemple,
Rentsch i col-laboradors (Rentsch et al. 2010), arriben a 3E+04 cel-lulesicm? en 10 dies
d’expansié. Aquesta dada representa un 70% dels resultats aconseguits amb la metodologia

desenvolupada en aquest treball.

Taula 3.5. Dades cinétiques del creixement de CMMA ovines sembrades a 2,5E+03 cél-lules/cm?2. max:
velocitat especifica maxima de creixement.; T qup: temps de duplicacio; qguc: Consum especific de glucosa;
Qlac: Produccié especifica d'acid lactic; Yp/s: Rendiment subproducte-substrat.

Font cel-lular

Cc final
t qup (dies) | (CMMA/cm?)

CIquc QIac

M (dies™) Factor expansi6 | (umol/106cell-h)

(umol/108cell-h)

Ypls

CMMA de cartilag

0,3749

1,85

4.2E+04

20,68

7,61

15,736

1,78

CMMA de greix

0,335

2,07

4.3E+04

16,98

9,17

17,86

1,88

CMMA de MO

0,39

1,76

4.4E+04

16,60

1,36

4,00

1,80
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3.1.5. Caracteritzacié de les CMMA mitjangant I’analisi de marcadors de superficie.

L’analisi de marcadors de superficie és una eina molt important en la caracteritzacio
cel-lular. En el cas de les cél-lules humanes, a més de la capacitat d’'adheréncia al plastic de les
cellules i la multipotencialitat, 'ISCT estableix una tercera caracteristica addicional que s’han
d’acomplir per definir una cél-lula humana com a mare mesenquimal (Dominici et al. 2006),
I'expressid d’un determinats marcadors de superficie. Tenint en compte aquest requisit, es planteja
ara I'analisi del fenotip cellular de les cél-lules ovines, I'expressié de marcadors de superficie que

caracteritzen aquestes cél-lules ovines.

El treball amb una especie com l'ovina dificulta en gran mesura aquest analisi per la
manca d’anticossos especifics. Aixi doncs, s’han utilitzat anticossos humans per comprovar si
quan aquests s'utilitzen a les CMMA de moll d'os d’origen ovi, mantenen la reactivitat front a

antigens especifics caracteristics d’aquestes cél-lules.

Els marcador positius per a cél-lules mare mesenquimals humanes sén CD90 i CD44, i els
negatius CD45 i HLA-DR entre d’altres, perd s’han confirmat aquests marcadors per a CMMA
ovines (Mrugala et al. 2008). Aquesta és la rad per la qual van ser seleccionats els anticossos per

realitzar la caracteritzacio fenotipica de les CMMA ovines.

Es realitza I'analisi complert per les cél-lules provinents de moll d'os, ja que son les
cellules que s’han considerat com a “gold standard” o de referéncia, perqué son les que més
extensivament s’han estudiat durant els ultims anys i les que més bons resultats han donat en els
estudis d’expressio, a més de la seva capacitat de proliferacié sense que es detectin anomalies a

la morfologia cel*lular o el contingut cromosomic.

Les céllules van ser marcades amb els dos parells d’anticossos humans (CD44:CD45 i
CD90:HLA-DR) i s’ha analitzat cada anticos per separat amb un histograma amb el respectiu
control negatiu, tal i com es mostra a la Figura 3.15. Els histogrames mostren que les CMMA
derivades de moll d’os ovi son, negatives per als marcadors CD45 i HLA-DR, i positives per a

CD44 i CD90, tal i com es resumeix a la taula 3.6.
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Figura 3.15. Histograma de CMMA procedents de moll d'os ovi i control negatiu amb anticos isotip Ig i
cél-lules marcades amb I'anticds (negre) A: anticos CD45 huma (PE); B: anticds CD44 huma (FITC); C:

anticds HLA-DR huma (FITC); D: anticds CD90 huma(PE).

Taula 3.6. Fenotip de les CMMA derivades de moll d'os ovi.

Marcador Marcatge en CMMA
CD44 +
CD45 -
CD90 +
HLA-DR -

Per als anticossos humans antiCD44, CD45 y HLA-DR, el resultat és concordant amb els

resultats esperats, ja que les CMMA marquen positiu per a CD44 i negatiu per a CD45 y HLA-DR

(figura 3.15). La negativitat de CD45 demostra parcialment que les cél-lules no sén
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CD90 (figura 3.15.D) s’aprecia un desplagament del pic de les CMMA marcades amb I'anticos
respecte al seu control d'isotip, perd no és un desplagament total, per tant, no es pot afirmar que
les CMMA siguin positives per a CD90, només potser ho sén en un determinat percentatge.
Aquest efecte pot ser degut a que I'anticos és anti-huma i no reconeix perfectament al CD90 de les
cellules mesenquimals d’origen ovi. Per aquesta ra6 cal confirmar la identitat d’aquestes cél-lules

com a mesenquimals amb més proves que demostrin aquesta multipotencialitat.

3.1.6. Avaluacié de la multipotencialitat de CMMA derivades de moll d’os.

L’ultima caracteristica que estableix 'ISCT com a requisit per anomenar una cel-lula com a
cél-lula mare mesenquimal (Dominici et al. 2006) és la multipotencialitat d'aquesta. Es a dir, que
aquestes céllules siguin capaces de dividir-se i diferenciar-se cap a diferents llinatges, establerts
com a denominador comu: el llinatge osteogenic, adipogenic i condrogénic. S’han portat a terme
diferents experiments de diferenciacié amb cultius primaris de CMMA utilitzant kits comercials de

diferenciacio (StemPro @ (Invitrogen)).

Les céllules mare mesenquimals provinents de moll d’os ovi es van fer créixer en un
flasco de cultiu fins arribar al 80% de confluéncia, es van tripsinitzar les CMMA i es va generar el
micromass pellet, tal i com s’explica a I'apartat 7.5.8. El micromass pellet es va cultivar durant 19
dies, llavors es van tenyir els cultius amb colorants especifics per a teixit cartilaginds (Safranina O i
Blau d’alcia). Com a control positiu es va utilitzar medi DMEM sense els suplements condrogenics
del kit Stempro®.

A la figura 3.16 s'observa l'evolucié del cultiu del micromass pellet amb medi de
diferenciacio i amb varis controls. Les imatges ens mostren uns cultius molt diferents en cada cas.
En el cas del cultius control amb DMEM no suplementat amb els suplements condrogénics,
s'observa com el creixement va disminuint i les cél-lules van perdent la morfologia fibroblastica

caracteristica de les CMMA.
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Tal i com s'observa a la figura 3.16, a la columna de la dreta (B,D,F), corresponent als
control, les cél-lules presenten una morfologia esférica i es creen agregats en les zones més
distals al centre del pou on es va crear el pél-let cel-lular. En canvi, els cultius amb medi de
diferenciaci6 mantenen en gran part la morfologia fibroblastica i el pél-let conserva la seva

estructura integra.

Dia 4

Dia 7

Dia 11

Figura 3.16. Morfologia cel-lular durant el cultiu del micromass pellet. El dia del cultiu s'indica a la columna
de l'esquerra. A,C,E: Amb medi de diferenciacié condrogenica. B,D,F: Control negatiu cultivat amb medi
DMEM.

A la figura 3.17 es mostra la tincié de safranina O a 19 dies (C), observant-se un resultat
positiu, el color vermell indica la tincié de proteoglicans. En el cas de la tincié als 13 dies, temps
recomanat pel fabricant del kit, no s'observa una tincié molt forta, potser degut a la naturalesa
ovina de les céllules, ja que aquests medis estan definits per a cél-lules humanes. En canvi,

I'efecte és molt rellevant a dia 19.
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En el cas dels controls negatius, a partir del dia 11-13 ja no s'observen cel-lules
adherents. Malgrat que en el cultiu amb medi de diferenciacié tampoc s’observen moltes cel-lules,

les que hi resten presenten la morfologia fibroblastica.

Safranina O

Dia 13

Safranina O

Dia 19

Blau d’alcia

Dia 13

Blau d’alcia

Dia 19

Figura 3.17. Resultats tincions amb Safranina O i Blau d’alcia. El dia de cultiu s'indica a la columna de
I'esquerra. A-D: Safranina O. E-H: Blau d’alcia. A,C,E,G: Diferenciacié condrogenica. B,D,F,H: Control
negatiu cultivat amb medi DMEM.
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Aixi doncs, els cultius de CMMA, al final del cultiu de durada 19 dies, tenyits amb safranina
O i blau dalcia han resultat ser positius per aquestes dues tincions especifiques de teixit
cartilaginds. Les tincions positives demostren la produccié de components caracteristics de la
matriu cartilaginosa, com els proteoglicans. Els controls negatius només mostren una lleugera
tincio de fons, perd no correspon a cap estructura cel-lular. Per tant, es demostra la capacitat de

diferenciacio condrogénica de les CMMA provinents de moll d’os ovi.

La segona caracteristica que cal analitzar és la capacitat de les CMMA per diferenciar-se
cap a adipdcits. S’ha utilitzat el Stem Pro ® Adipogenesis kit. A la figura 3.18 es mostra el resultats
obtinguts. En aquests casos no cal recorrer a la tecnologia del micromass pellet i es realitzen
cultius estandards amb DMEM complementats amb els suplements adipogénics que es tenyeixen
amb Oil-red el dia 16 per demostrar la diferenciacié adipogénica. En el cas de la diferenciacio
adipogénica, s'utilitza una tincié que demostra la presencia de vacuoles a l'interior de la CMMA
diferenciada a adipdcit madur. A la figura 3.18-A s'observa en vermell, indicades amb fletxes, les
vacuoles lipidiques tenyides pel colorant, demostrant aixi la diferenciacié adipogénica. A la figura
3.18-B s’observa el cultiu control negatiu amb DMEM sense suplements de diferenciacié, quan es
tenyeix amb Oil red-O, que no mostra cap tipus de tincio.

Figura 3.18. Diferenciacié adipogénica. A: Diferenciaci6 adipogénica als 16 dies tenyit amb Oil red — O, on
s'observen les vacuoles lipidiques tenyides de vermell(=).; B: Control negatiu cultiu amb DMEM+10%
sérum pool ovi als 16 dies tenyit per oil red-0.
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Per ultim, cal demostrar un tercer llinatge cap al qual es poden diferenciar les CMMA,
l'osteogenic. S’ha utilitzat el Stem Pro © Osteogenesis kit. En el cas de la diferenciacié
osteogeénica, s’han utilitzat dos métodes diferents per demostrar la capacitat de diferenciacié de les
CMMA. En primer lloc la reacci6 de Von Kossa, una tincié que es fonamenta en una substitucié de
calci per plata. El nitrat de plata dona fosfat de plata o carbonat de plata, és a dir, la plata s'uneix
només a la part anionica de les sals de calci (fosfats o carbonats), i el producte que dona aquesta
reaccio es de color groc, perd exposat a la llum canvia la seva coloracio al negre per la reducci6
de la plata. Les cél-lules que es diferencien cap a osteocits, acumulen gran quantitat de calci, aixi
doncs, es formen uns agregats que amb la tincié de Von Kossa s’observaran negres, tal i com es

pot veure a la figura 3.19-A.

L'altre meétode utilitzat és la deteccid de I'enzim fosfatasa alcalina, un dels enzims
involucrats en la formaci6 d'os. En condicions basals, les CMMA no I'expressen, perd amb
I'estimulacio dels suplements osteogeénics, tal i com s’observa a la figura 3.19-B, s’observen els

dipdsits de calci, la formacié dels quals depén de la fosfatasa alcalina.

Figura 3.19. Diferenciacié osteogenica positiva als 21 dies de cultiu amb medi de diferenciacié tenyit amb
Von Kossa (A) i amb la tincié de I'enzim fosfatasa alcalina. Els diposits de calci s'indiquen amb una fletxa

(B).

Malgrat utilitzar kits de diferenciacié per CMMA humanes, els resultats amb CMMA ovines

son satisfactoris, permetent observar la multipotencialitat en aquestes Ultimes ja que els
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mecanismes de diferenciacio es conserven entre cél-lules humanes i ovines. Aixi doncs, un cop
demostrada la capacitat de diferenciacio de les CMMA cap als 3 llinatges mesenquimals detallats
en aquest capitol, condrocit, ostedcit i adipocit, es posa de manifest la multipotencialitat de les
CMMA ovines.

Aixi doncs, un cop caracteritzades les CMMA en cultiu, demostrada la seva
pluripotencialitat, validat el sistema d’expansié amb sérums autolegs, en els segUents capitols es
procedeix al disseny d’un assaig preclinic per a la regeneracio de defectes osteocondrals en model
ovi amb un terapia basada en les CMMA i una biomatriu que formen un constructe que es

desenvolupa i caracteritza en el seglent capitol.

3.2.  Expansio de CMMA humanes derivades de moll d’os, cartilag i greix.

Donat que linterés final de la linea de recerca en la que s’emmarca aquest treball és el
desenvolupament d’aplicacions en medicina regenerativa per a humans, i tot i que I'emfasi
d’aquest treball es centra en l'etapa preclinica, s’ha considerat important validar que les
metodologies d’expansio cel-lular desenvolupades, fins ara pel model ovi, sén també valides per a
lexpansio de les CMMA humanes. Es important validar la tecnologia de cultiu i expansié cel-lular
en aquest moment, ja que s’ha d’estar segur que es poden expandir les CMMA humanes amb els
metodes desenvolupats anteriorment en aquest treball, abans de passar a noves fases del procés

de desenvolupament d’una terapia de medicina regenerativa amb aplicacions en la salut humana.

Les linies cellulars escollides per a les terapies de regeneracio de cartilag, en aquest
treball, son les CMMA provinents de medul-la 6ssia, de greix i cartilag. En l'actualitat, aquestes
fonts cel-lulars ja s’estan utilitzant en les terapies cel-lular, tal i com s’ha mostrat a les taules 1.4.,
1.5. i 1.6., ja s’han comentat diferents productes en fase clinica. A l'apartat anterior s’han
caracteritzat totes aquestes fonts amb el model ovi, per tant en aquest apartat és valida el métode

d’expansio6 per a les CMMA humanes.
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S’han realitzat experiments de cinétiques de creixement emprant cel-lules humanes dels
tres llinatges: moll de l'os, adipos i cartilag articular. Amb cadascuna de les linies cel-lulars s’ha
realitzat una corba de creixement on es segueix I'evolucié temporal de la densitat cel-lular, el
consum de glucosa i la produccidé de lactat durant un cultiu. Aquest experiment s’ha realitzat
utilitzant un mateix indcul per les tres linies cel-lulars, 2.5E+03 cel-lules/cm2. Les cel-lules s’han
cultivat en DMEM complementat amb FCS, al no disposar de sérum autoleg del pacient o bé

serum AB. Els resultat es mostren a les figures 3.20, 3.21 i 3.22.
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Figura 3.20. Creixement de cél-lules mare mesenquimals humanes provinents de cartilag articular amb 2
ressembres realitzades préviament. Inocul 2,5E+03 cel-lules/cm2. Medi de cultiu DMEM suplementat amb
10 % de FCS. Condicions de cultiu: concentracio de CO2 5%, humitat 95%, temperatura 37°C. Cél-lules (¥
), glucosa () i lactat ('¥).

En el cas huma, s'observen diferéncies considerables respecte dels aspectes que s’han
comentat anteriorment en el model ovi. En primer lloc cal destacar que s’han pogut expandir els
tres tipus cel-lulars, arribant a densitats cellulars maximes al voltant de 3E+04 cél-lules/cm? en el
cas de condrocits i CMMA provinents de moll d’os, perd superiors a 5E+04 cél-lules/cm? en el cas
de les CMMA de greix. Els valors maxims de concentraci6 cellular son inferiors als trobats per a
I'espécie ovina, fet que pot ser degut a la major mida de les cél-lules. La preséncia de la fase de
laténcia és evident a les figures 3.20, 3.21 i 3.22, on s'observa que les CMMA de cartilag i greix,
presenten fases de laténcia de 4 dies, en canvi les CMMA de MO ja estan en fase exponencial el
dia 2.
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Figura 3.21. Creixement de cél-lules mare mesenquimals humanes provinents de moll d'os amb 3
ressembres realitzades préviament. Inocul 2.5E+03 cél-lules/cm2. Medi de cultiu DMEM suplementat amb
10 % de FCS. Condicions de cultiu: concentracio de CO2 5%, humitat 95%, temperatura 37°C. Cél-lules (¥
), glucosa () i lactat ('¥).
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Figura 3.22. Creixement de céllules mare mesenquimals humanes provinents de greix amb 4 ressembres
realitzades préviament. Indcul 2,5E+03 cél-lules/cm2. Medi de cultiu DMEM suplementat amb 10% de FCS.
Condicions de cultiu: concentracio de CO2 5%, humitat 95%, temperatura 37°C. Cél-lules (#), glucosa (H)
i lactat (V).
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A la taula 3.7. s’observa que les velocitats especifiques maximes de creixement son
similars per a les CMMA provinents de cartilag articular i greix huma, al voltant de 0,21 h-, fet que
també s’ha observat al model ovi en els experiments anteriors. En el cas de les CMMA provinents
de moll d’'os la velocitat maxima de creixement és inferior respecte a les altres dues fonts
cel-lulars, amb un valor de 0,57 h-'. Per contra, el factor d’expansié es menor en el cas de les
CMMA de moll d'os. Malgrat tenir una velocitat especifica de creixement més elevada no
s’aconsegueixen densitats cel-lulars superior. En els casos de les CMMA provinents de cartilag
articular i greix huma s’observa una relacio directa que presenten el creixement i el consum de
glucosa, en canvi, a la figura 3.21, s'observa un comportament diferent del metabolisme de les

CMMA de moll d'os, que consumeixen una gran quantitat de glucosa en poc de temps.

Taula 3.7. Resum dels parametres cinétics de les CMMA. pmax: velocitat especifica maxima de creixement;
t aup: temps de duplicacio.

Cc final
Tipus cel-lular | Pmax (dies 1) | t qup(dies) (CMMA/cm?) Factor expansi6
CMMA de cartilag 0.21 3.38 6.05E+04 12.6
CMMA de moll d’os 0.57 1.22 2.66E+04 13.0
CMMA de greix 0,22 3.09 4.81E+04 20.0

3.3. Alternativa al sérum com a complement per al medi de cultiu per a CMMA humanes.

La majoria dels estudis en el camp del cultiu cel-lular, a nivell de recerca basica, utilitzen
foetal calf serum (FCS) com a complement del medi de cultiu, donat el seu Us generalitzat en el
cultiu de cellules animals. No obstant la regulacié i les possibles complicacions per reaccions
immunes adverses han fet que s'investiguin diferents alternatives com el serum d’origen huma
autoleg, heterdleg, plasma ric en plaquetes i d’altres (pools de sérum). La composicié d’aquests
complements és desconeguda, ja que no és un medi definit, perd hi ha indicis experimentals on el
seu us, com la influéncia sobre les velocitats de creixement i la morfologia cel-lular que indiquen la
seva rellevancia (Wagner et al. 2007). Té interés doncs, definir medis lliures de sérum o identificar
nous sérums que permetin estandarditzar la produccio cel-lular de CMMA humanes per a passar a
fases cliniques, evitant els problemes indicats. En aquest aspecte, el serum huma AB és un dels
candidats a substituir aquests sérums, ja que és reconegut per la seva seguretat, evitant el

possible risc per infeccions o barreres reguladores per a la seva utilitzacié en processos de
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producci6 de terapies per a humans (Kocaoemer et al. 2007). En el cas de les cél-lules que s’han
utilitzat en aquest treball, el model ovi, el serum AB huma es correspon amb un analeg que
s'anomena “pool” séric de 3-5 ovelles donants, que pot ser utilitzat per expandir qualsevol tipus
cel-lular ovi, independentment del seu grup sanguini, sense provocar reaccions anafilactiques i

immunologiques de rebuig.

En el camp del bioprocés aplicat a la medicina regenerativa, s’han utilitzat diferents tipus
de sérum, per6 a la bibliografia hi ha una mancanga de dades cinétiques i fisioldgiques que
comparin els diferents tipus de serum. La majoria dels estudis en fase clinica de CMMA per a
aplicacions en terapies humans utilitzen serum autoleg o AB, per assegurar la qualitat del producte
(Abukawa et al. 2007). Pel que fa als estudis preclinics en animals, la majoria utilitzen sérums
bovins, encara que hi ha excepcions que utilitzen sérum autolegs, amb la intencié de mimetitzar

les condicions en les que es portara a terme I'estudi en fases cliniques.

Es aquesta I'estratégia que es seguira en aquest treball, la utilitzacié de sérum autdleg o
un “pool” séric per a la realitzacié dels estudis en cél-lules animals en fase preclinica, assegurant

aixi I'expansio de qualsevol linea cel-lular extreta de qualsevol animal.

En experiments preliminars, s’ha observat que no tots els sérums autolegs son utils per a
I'aillament i expansi6 de les CMMA. A la figura 3.23 es pot observar la morfologia de les CMMA
cultivades amb medi suplementat amb sérum autdleg (dreta) i sérum “pool” (esquerra). La

preparacio dels sérum es va portar a terme segons el protocol establert a 'apartat 7.3.2.

A les fotos de la dreta de la figura 3.23 les cél-lules no responen al medi complementat
amb sérum autoleg del propi animal, no mostren la morfologia fibroblastica, en canvi si s'observen
unes cel-lules hipertrofiques amb forma d’ous ferrats. Aquestes cél-lules no creixen i no es poden
desadherir mitjangant els métodes tradicionals (tripsina). Per contra, el sérum “pool”, consistent en
una mescla de, com a minim 3 sérums autolegs, permet a les CMMA adquirir la forma fibroblastica
i una proliferacié normal. A les fotos de I'esquerra s’observen unes cél-lules fibroblastiques que en

4 dies mostren una proliferacié evident, remarcant la importancia del sérum en laillament i
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expansié de les CMMA, poden aixi expandir-les independentment del tipus o font de cél-lules, del

seu grup sanguini, sense provocar reaccions anafilactiques i immunologiques de rebuig.

Figura 3.23. Aspecte del cultiu de cél-lules mare mesenquimals provinents de moll d'os ovi. Dia 1 (A) i Dia
4 (B) post-rentat. En els dos casos, a 'esquerra es mostra el cultiu crescut amb el medi complementat amb
“pool” sérici ala dreta, amb sérum autdleg.

3.3.1.Estudi comparatiu de la utilitzacié de sérum FCS i AB en I’expansié de CMMA
derivades de cartilag articular huma.

Per tal de provar que el serum AB huma és realment una alternativa al FCS es plantejaren
experiments de creixement. En aquest apartat s'utilitzen CMMA procedents de cartilag huma
perque és el tipus cel-lular del que disposa més experiéncia el grup d'investigacié. Per investigar
l'efecte del sérum sobre l'expansié d'aquestes cél-lules en plastic adherent, s’han realitzats

diferents creixements en paral-lel, com s’ha fet en els apartats anteriors. Els principals parametres
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de creixement i metabdlics han estat calculats per conéixer si el sérum AB és adient per a
I'expansio, en tant en quant manté una velocitat de creixement similar o superior a les obtingudes
amb el suplement FCS, aixi com també manté les propietats de diferenciacié cap a diferents

llinatges cellulars.

A la figura 3.24, s'observa un exemple de creixement tipic de CMMA provinents de cartilag
articular huma en medi DMEM suplementat amb sérum FCS al 10%, on es pot observar que el

consum de la glucosa esta directament relacionat amb el creixement cel-lular.
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Figura 3.24. Creixement de cél-lules mare mesenquimals humanes provinent de cartilag articular amb 2
ressembres realitzades préviament. Indcul 2,5E+03 cél-lules/cm? Medi de cultiu DMEM suplementat amb
10 % de FCS. Condicions de cultiu: concentracié de CO; 5%, humitat 95%, temperatura 37°C. Cél-lules (4
), glucosa () i lactat ( ¥).

En aquest cas, s'observa una fase de laténcia d’'una durada aproximada de 4 dies i una
fase exponencial de 6 dies. Cap al dia 10 de cultiu, la glucosa s’esgota, coincidint amb 'entrada en
fase estacionaria del cultiu, on el cultiu es troba amb una confluéncia superior al 80% (figura 3.25-

B). La concentracio cel-lular maxima del cultiu és de
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Figura 3.25 CMMA de cartilag articular. (A) Primers dies de cultiu sembrat a 1000 céllules/cm? (B) Final
del cultiu en confluéncia.

A la figura 3.25 es mostren les imatges de I'observacié microscopica de les CMMA
provinents de cartilag articular huma durant I'expansié cel-lular, on s’observen canvis en la
morfologia cellular. A I'esquerra tenim el cultiu inicial, on s’observa una morfologia fibroblastica
allargada (figura 3.25.A), passant al final del cultiu a adquirir una morfologia més compactada
(figura 3.25.B). S'observa una hipotrofia de les cél-lules que es distribueixen al voltant de tota la
superficie de cultiu. L'estudi en medi sense FCS, perd amb sérum AB s’ha realitzat a quatre
densitats diferents de sembra de CMMA.

A la figura 3.26, es representa el creixement de les cel-lules amb cada suplement, ja sigui
FCS o AB. Els cultius complementats amb suplement AB presenten un temps de duplicacié menor,
en totes les densitats de sembra assajades en aquest experiment, en comparacié amb el cultius
complementats amb sérum FCS. Aquest fet ens mostra que no només I'expansié clinica sera més
segura per utilitzar sérum AB, sin6 que es podrien escurgar els temps d’expansio. La reduccié en
el temps d’expansid presenta dues avantatges: una és la reduccié en el cost de la terapia, i I'altra
és la rapidesa a la que es podria fer un possible trasplantament autdleg de CMMA, que en

determinades malalties (com el cancer o grans cremats) pot arribar a ser un factor determinant.
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Figura 3.26. Comparacié del creixement cel-lular de CMMA provinents de cartilag articular huma en medi
DMEM suplementats amb 10% de sérum AB (@) o 10% de FCS ( '¥). Densitats de sembra: (A) 5E+02; (B)

1E+03; (C) 2.5E+03; (D) 5E+03.

La densitat de sembra inicial presenta un efecte directe sobre el creixement cellular i

determina quina confluencia es pot arribar a aconseguir en un creixement sense limitacions de

nutrients. Aquest efecte es pot veure clarament a la figura 3.26 on s’observa, com ja s’ha comentat

en apartats anteriors, relacié directa entre la densitat de sembra baixa i I'allargament de la fase de

latencia i la concentracié cel-lular final menor. Aquest fet relaciona la densitat de sembra amb la

velocitat especifica de creixement. Com es pot veure a la taula 3.8, hi ha una correlaci6 inversa

entre velocitat especifica maxima de creixement (umax) i 1a densitat de sembra quan s'utilitza com a
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suplement de medi el AB. El resultat promig de velocitat especifica de creixement correspon a la
densitat de sembra 5.0E+02 cél-lules/cm?, sent en qualsevol cas, menor comparada amb la
obtinguda amb el serum AB. La correlacio entre la velocitat especifica de creixement i la densitat

de sembra no s'observa en el cas del suplement FCS.

Taula 3.8. Parametres cinétics de creixement en I'expansié de CMMA provinents de cartilag articular huma
cultivats amb medis suplementats amb sérum AB o FCS. umax: velocitat especifica de creixement.; t4: temps
de duplicacié; qguc: Consum especific de glucosa; qiac: Produccié especifica d’acid lactic.

Suplement | Inocul Mmax ta Jgluc Qiac Factor
(celllem?) | hores) | (dies) | (umol/(10%cells-dia) | ((umoli(10ccells-dia)) | d’expansié
AB 500E+02 | 051 | 135 676 15,14 6,65
100E+03 | 04 | 173 707 16,26 5,89
250E+03 | 035 | 2.00 485 853 457
500E+03 | 024 | 288 494 10,72 373
FCS 500E+402 | 023 | 301 453 20,65 5,74
100E+03 | 025 | 2.78 747 29,09 5,49
250E+03 | 028 | 248 596 1213 46
500E+03 | 0418 | 376 455 9,55 304

Es destacable la duplicacié de la velocitat especifica maxima de creixement en el cas de
les CMMA cultivades amb complement del cultiu AB, en canvi en el cas del complement FCS la
diferéncia no és tan gran. S’observa una velocitat especifica de creixement i un factor d’expansié
major a densitats baixes, perd una concentracid cellular maxima menor per problemes
d’esgotament de nutrients essencials com la glucosa. Pel que fa als consums metabdlics, no es
troba cap relacié directa entre la densitat de sembra, perd si una tendéncia per les densitats baixes
a consumir més glucosa en el cas dels medis suplementats amb AB. Aquestes dades presenten
certa controvérsia sobre la capacitat de diferenciacié d’aquestes cél-lules, ja que es postula una
disminucié6 de la capacitat de diferenciacié quan es sembra a densitat baixes (Hedbom et al. 2001).
En un altre estudi es demostra el contrari, una velocitat especifica de creixement superior a
densitats baixes i el manteniment de la capacitat de diferenciacio, tal i com també afirmen certs
autors (Mandl et al. 2004). En aquest treball s’han realitzat les diferenciacions de tots els inoculs i
han resultat positives per a la diferenciacié condrogénica, adipogénica i osteogénica. Per tant,

encara que es sembri a densitats baixes, és manté la capacitat de diferenciacié de les CMMA.
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En aquest apartat s’ha demostrat que la utilitzacio de sérums alternatius al FCS és
possible, ja que tant el sérum autoleg en model ovi com I'AB en huma, han mostrat resultats igual
o millors en l'aillament i I'expansi6 de les CMMA. Diferents autors recomanen la utilitzacié
d’aquests sérums per al desenvolupament de terapies en humans (Kocaoemer et al. 2007;
Schallmoser et al. 2007), evitant aixi els riscos ja comentats sobre la utilitzacio de sérums derivats
d'animals. Es més, amb aquesta estratégia es caracteritza dels inicis de la investigacio en
preclinica les CMMA i les seves caracteristiques (creixement, diferenciacid, secrecio) per a una

possible aplicacié en terapia humana.
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CAPITOL 4

ESTUDI DE MATRIUS, COLONITZACIO | APLICACIO
BIOMEDICA

El plantejament d’aquest treball esta basat en la utilitzacié de dos components, per una
banda les cel-lules, caracteritzades en el capitol 3, i d’altra banda els biopolimers. Aixi doncs, es
procedeix a I'estudi de les biomatrius, de PLGA, escollides en experiments previs portats a terme

pel grup d'investigacio GECIT (Sarro 2010).

En la primera part del capitol es caracteritza el polimer, la seva porositat, la seva
estructura microscopica, la cinética de colonitzacié de les CMMA, la distribuci6 cel-lular a dintre de
la biomatriu i la seva capacitat de diferenciaci6. En la segona part del capitol es realitza un
experiment pilot amb el model animal escollit, I'ovella. En aquest experiment pilot es tracta de
generar una lesio critica que permeti avaluar la capacitat de regeneracié dels constructes cel-lulars
que s’han dissenyat per a la regeneracid de lesions osteocondrals i posar a punt tota la
metodologia i protocols quirurgics necessaris. Tanmateix, s'establiran les bases per a I'avaluacio
en futurs experiments en animals models, tant a nivell macroscopic com microscopic i del

diagnostic no invasiu per imatge.
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41. Preparacié de biopolimers

Existeixen diferents protocols de fabricacio i de presentacié de la biomatriu de PLGA.
Cadascuna de les seves aplicacions en la regeneracié d’un teixit determinat requereix una forma i
una estructura caracteristica, i en gran part, aquesta ve determinada de la forma de fabricar la
matriu, és a dir, de forma que es poden fabricar estructures d’esponges (Chen et al. 1999), malles
trenades (Terada et al. 2000), malles no trenades (Wu et al. 2007), particules injectables (Kang et

al. 2005) o modelats amb rapid-prototyping (Yu et al. 2008) entre d’altres.

Fins ara, una de les estructures més utilitzats en aplicacions de medicina regenerativa per
a teixits tous han estat les malles no trenades de PGA, PLA o PLGA, per la seva alta porositat i la
interconnectivitat que presenten en la estructura porosa (Wang et al. 2003). En canvi, en el present

treball s’ha escollit una esponja porosa, on I'agent porogen és el clorur sodic.

Aixi doncs es posa en marxa un métode per a fabricar biomatrius cilindriques de PLGA
50:50 amb una porositat de diametre variable entre 0,074 i 0,350 mm, ja que en treballs anteriors
del grup d'investigacio s’ha demostrat que aquesta proporcié de PLA i PGA (50:50) és la més
adient per a la colonitzacié de les matrius (Caminal 2007). EI métode per a fabricar les matrius és
una variant de I'utilitzat per Lin i col-laboradors (Lin et al. 2002). A la taula 7.8. s’esquematitza el
procés, detallant pas a pas el aspectes més rellevants (veure apartat 7.7. de Materials i Métodes).
Breument, es dissol el PLGA amb cloroform, per poder barrejar-lo amb el pordgen i donar la forma
al polimer. Aquest polimer es deixa assecar i s'extreu el porogen deixant-lo amb una gran quantitat
d’aigua. Un cop s’asseca el polimer, es congela i posteriorment es liofilitza. La forma final cilindrica
s’'obté amb un “sacabocados” del diametre corresponent a un mil-limetre superior a la lesié a
regenerar, perqué s'assumeix que la impactacié del polimer en la lesié osteocondral, provoca una
compressio d’aproximadament un mil-limetre de diametre de la matriu. Les mides del cilindre

s'estableixen en 10 mm d’altura i 4 mm de diametre, resultant un volum del cilindre de 0,5 cms.

El métode per generar I'estructura porosa és el filtrat de sal. Amb el tamisat o filtrat del
clorur sodic s’aconsegueixen unes particules del rang de la mida que es desitja, tal i com es pot
veure a I'esquema de la figura 4.1., les particules retingudes en un compartiment entre dos filtres
seran les que es consideren dintre d'un rang determinat. La figura 4.1. és una representacio

esquematica del que passa a dintre del tamissador, on les particules que es troben a la part dreta
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de la figura representen I'agent pordgen sense tamissar, un cop van passant per els diferents

filtres, es van eliminant les particules de major mida que no interessen.

Figura 4.1. Les particules de clorur sddic es van seleccionant per els filtres que tenen una mida
determinada.

Es a dir, si es vol seleccionar per exemple una mida de porus entre 0,100mm i 0,200mm,
el filtre del mig de la figura 4.1 ha de ser de 0,200mm i el de I'esquerra ha de ser de 0,100mm, aixi
totes les particules de pordgen amb una mida entre 0,100 i 0,200mm quedaran retingudes entre

aquests dos filtres i es podran recollir faciiment.

Tal i com s’ha comentat a la introduccid, la porositat i la interconnectivitat sén elements
claus de I'estructura d’aquests materials. Amb aquest metode del filtrat es pot controlar la mida del
porus d'una manera simple durant el procés de produccio, ajustant les quantitats de porogen, en
aquest cas el clorur sodic. La porositat i la interconnectivitat han de ser altes al polimer que es
fabrica, permetent aixi una bona difusié dels nutrients a través del constructe i una eficiéncia alta

en la colonitzacio cel-lular.

El procés s’estableix per a la fabricacié de cilindres de PLGA amb porositats diferents. El
comportament de la matriu pot estar afectat per diferents element com el porogen, pero aquest és
eliminat durant el procés per un metode molt senzill, la dissolucid en aigua destil-lada. Un altre
procés que pot afectar la composicio o I'estructura del biopolimer és el métode d’esterilitzacio. Hi
ha diferents métodes d’esterilitzacid, en I'ambit de la recerca basica el més utilitzat és el rentat

amb etanol al 70%. Existeixen altres métodes com ['esterilitzacié per oxid d'etilé o la radiaci6
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gamma, ambdds amb una eficiéncia d'esterilitzacié del 100%. En el cas de I'0xid d’etilé s’ha vist
que hi ha una pérdua del 50% del volum, en canvi a la radiacié6 gamma no s’observa aquest efecte
(Holy et al. 2001). En aquest treball, s’escull la radiaci6 gamma com a métode d'esterilitzacio per
l'absencia de pérdua de volum i la conservacid de les propietats de la matriu, a més de la

disponibilitat d’'una font de radiacié gamma.

Aixi doncs, un cop s’ha aconseguit establir la metodologia de preparacio de la matriu, es fa
un pas endavant i s’incorpora laltre component essencial en el constructe que s'esta

desenvolupant per a la regeneracio de les lesions osteocondrals, el component cel-lular.

4.2.  Colonitzaci6 de biopolimers amb CMMA provinents de cartilag articular

Per a la formacié d’un teixit, és essencial que I'estructura de la matriu faciliti la sembra de
cél-lules i promogui la proliferacio cel lular i la secrecié d’'una matriu extracel-lular (ME) (Woodfield
et al 2002). En el cas de la regeneracio de cartilag hiali, és important que la matriu presenti una
densitat alta i que les cél-lules es distribueixin uniformement per totes les zones de la matriu, per
tal de promoure la condrogénesis i prevenir la formaci6 de teixit fibros (Freed i Novakovic Vunjak-
1998, i Li et al 2001).

La taula 4.1 resumeix els diferents métodes de colonitzacié o sembra que s’han utilitzat en
el camp de l'enginyeria tissular i la medicina regenerativa aplicada al cartilag. Entre d’altres, es
troben els flascons agitats (Freed et al 1994a), I'encapsulacié de les cél-lules en una matriu
macromolecular com és l'alginat (Marijnissen et al 2002) o I'agitacié dinamica en plaques de cultiu

o recipients estéril com els tubs falcons amb un agitador orbital (Brown et al 2000).

A la bibliografia hi ha pocs exemples que comparin els metodes de sembra ja que cada
laboratori té el seu metode estandarditzat per a la recerca basica. Llavors, en principi, els
principals factors que afecten a la colonitzacié son el metode de sembra o colonitzacio, la durada

de la colonitzacio, el tipus de polimer i les caracteristiques d’aquest.

El polimer que s'utilitza és el mateix en tots els experiments, només modificant la variable
de la porositat, ja que s’estudien diferents rangs de porositat per veure I'efecte sobre la distribucié

cel-lular a tota la matriu.
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Taula 4.1. Principals métodes de colonitzacio utilitzats en la recerca basica.

Métode de sembra Tipus de polimer Céllules Referéncia
Sistema no agitat Malla de PGA no Condrocits auriculars (Brown et al. 2000)
trenada porcins
Encapsulacié amb Malla de PLLA no Condrocits articulars (Marijnissen et al. 2000)
alginat trenada bovins
Perfusio Malla de hyaluronan Condrocits articulars (Wendt et al. 2003)
no trenada bovins
Flascé agitat Malla de PGA no Condrocits articulars (Vunjak Novakovic et al.
trenada bovins 1998)
Cultiu en bioreactor Malla de PLGA no Condrocits articulars (Moran et al. 2003)
trenada bovins

Es realitzen experiments de colonitzacié emprant matrius amb porositats diferents i
s'estudia la cinética del procés de colonitzacié en sistemes no agitats. Les mides de porus
utilitzades i les propietats que aquests porus confereixen al polimer es mostren a la taula 4.2. En
aquestes primeres proves s'utilitza el PLGA 50:50 tipus 2 ja que es considera que és el que
presenta una combinacié de resisténcia mecanica i difusié de nutrients més equilibrada. Més

endavant s'utilitzen biomatrius amb altres porus.

Taula 4.2. Relacié de la mida de I'agent pordgen i les propietats que aquesta mida de porus confereix.
T Alta, T1: molt alta, 4 baixa, 44 : molt baixa.

Tipus de porus Mida NaCl Propietats
T resisténcia mecanica
PLGA tipus 1 0.147- 0.074 mm
L difusio nutrients
50% = 0.147- 0.074 mm Tresisténcia mecanica
PLGA tipus 2 .
50% - 0.3-0.177 mm Tdifusio nutrients
dresisténcia mecanica
PLGA tipus 3 0.3-0.177 mm
Tdifusio nutrients
4 resisténcia mecanica
PLGA tipus 4 0.3-0.5 mm
T difusio nutrients

S’han dissenyat 3 estratégies de cultiu no agitat que permeten a les cél-lules adherir-se a
la matriu sense haver-les de tenir en cultiu agitat. Aquests sistemes tenen en comu que fan passar
forcadament les cel-lules per dins de la matriu. En el primer de tots, es col-loca la matriu de PLGA

dins d’'un porta filtres (figura 4.2-B), utilitzant discs de tefl6 per tal que no es mogui. Es prepara una
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suspensio de 1E+06 CMMA en 20 mL i es carrega amb una xeringa amb la que es fa passar

lentament a través del portafiltres.

Figura 4.2. Colonitzaci6 no agitada amb flux forgat per pressid: muntatge amb filtre, i xeringa amb cel-lules
que van passant per dins la matriu i s'hi van dipositant. CMMA humanes de cartilag articular: Indcul 1E+06
CMMA totals. A i B: muntatge de la colonitzacio. C: Histologia de la matriu de PLGA (tinci6 Hematoxilina -
Eosina) després de colonitzar.

A la figura 4.2-C, s'observa que alguna cél-lula ha entrat dins la matriu, per6 la major part
se situen a la periféria, al voltant de les grans rodones que representen els porus on no s'observen
cel-lules a l'interior, aixi doncs no es veu una distribuci6 uniforme i homogénia a totes les zones de

la matriu.

En el segon métode no agitat, la matriu de PLGA es col-loca dins del bisturi cilindric amb
el qual ha estat tallada. Per un extrem del bisturi es connecta una xeringa mitjangant tubs de
silicona. Es preparen 50 ul de medi amb 1E+06 CMMA. El medi amb les cél-lules es posa a sobre
la matriu i amb la xeringa es genera una pressio negativa que permet que les cél-lules entrin a la
matriu. Es deixa 3 — 4 h a lincubador de CO2 per permetre 'adhesié de les cél-lules. En el
muntatge de la xeringa, tal i com s’observa a la figura 4.3-C, també s’ha aconseguit que entressin

cel-lules, perd com en el cas del primer muntatge hi ha poca densitat cel-lular i les cél-lules no
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formen cap tipus d’agrupacio. En tots dos casos es suposa que l'estrés mecanic que es genera a
I'hora de fer entrar les cél-lules de manera forgada, fa que aquestes pateixin algun canvi que no

els permeti unir-se a la matriu.

“Bee %

Matriu de

Figura 4.3. Colonitzacié no agitada amb un flux forgat per succid: muntatge amb la matriu en un cilindre i la
xeringa que aspira les cél-lules. CMMA humanes de cartilag articular: Inocul 1E+06 cél-lules totals. A i B:
muntatge de la colonitzacié. C: Histologia de la matriu de PLGA (tinci6 Hematoxilina — Eosina) després de
colonitzar.

El tercer métode de colonitzacié no agitada consisteix en deixar la matriu de PLGA en un
pou d'una placa de 96 pous (figura 4.4). Es preparen 50 uL de medi amb 1E+06 CMMA i es
dipositen sobre la matriu, incubant la mescla a l'incubador de CO2 durant 3-4 hores. En aquest
cas, s'intenta disminuir la pressié exercida. No obstant, en aquest cas les cél-lules no entren dins
de la matriu tal com s'observa a la histologia (figura 4.4-D) per tant no és un bon métode per

colonitzar-la.
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Figura 4.4. Colonitzacio no agitada per difusio: matriu a un pou amb les cél-lules a sobre que entren a la
matriu per gravetat. CMMA humanes de cartilag articular: Indcul 1E+06 cél-lules totals. A -C: muntatge de
la colonitzacio. D: Histologia de la matriu de PLGA (tincié Hematoxilina — Eosina) després de colonitzar.

Els constructes que es colonitzen en cultiu no agitat tendeixen a incorporar poques
cel-lules i la majoria se situen a la periféria de la matriu. La transferéncia de matéria i l'intercanvi
de nutrients amb el medi és limitat en comparacié amb el sistemes agitats (Freed et al. 1994).
Consequentment, el teixit tendeix a evolucionar cap una estirp fibrosa i amb poca organitzacié
(Marler et al. 1998; Vunjak Novakovic et al. 1999; LeBaron et al. 2000).

Donat els mals resultats dels métodes no agitats, es planteja la utilitzacié de sistemes de
colonitzacié amb agitaci6. Aquests sistemes permeten una millora en la mescla dels components i
augmenten la transferencia de matéria entre el medi de cultiu (liquid) i les matrius (solid), afavorint
el transport de nutrients i I'eliminacié de productes (Freed et al. 1998; Temenoff et al. 2000).
Bibliograficament s’ha descrit una colonitzacié uniforme per tota la matriu amb els sistemes agitats,
com el flascd agitat, la perfusio o el bioreactor rotatori (Marler et al. 1998), fet que afavoreix la
formacié de matriu extracel-lular a la totalitat de I'area de la matriu (Temenoff et al. 2000). A més
de millorar la colonitzacio, els sistemes agitats han demostrat que posteriorment el cartilag que
s'obté és de qualitat superior (Vunjak Novakovic et al. 1999; Temenoff et al. 2000).
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En aquest treball, un dels sistemes agitats que s’ha escollit és un tub falcon que conté la
matriu i les cél-lules en suspensio. Aquest tub falcon es manté en constant moviment rotatori amb
I'ajuda d’un agitador de balanceig (roller). A més, en aquest cas es proven tots els tipus de PLGA
amb les diferents mides de porus que s’han fabricat (taula 4.2). A continuacio, es presenten els
resultats de les colonitzacions realitzades amb CMMA de cartilag i PLGA. Les CMMA es
colonitzen a un tub falcon de 50 mL on s'afegeixen 10mL de medi DMEM amb 10% de sérum.
S'utilitza un tap especial amb filtre de 0.22um per permetre l'intercanvi de gasos i 'abséncia de
contaminacié. El roller amb els tubs falcon i les matrius amb les cel-lules en suspensio es
mantenen en un incubador de CO2 a 37°C i 5% CO2, amb una agitacio constant i suau de 40 rpm.
La quantitat inicial de cel-lules que es colonitza és 1.2E+06 CMMA/biomatriu. En aquest cas, per
seguir el procés de colonitzacié es determina la concentracio cel-lular al sobrenedant, amb una
freqiéncia de mostreig d'una hora. La disminucié de la concentracio al medi ens dona una

indicacio de com s’esta produint el procés de colonitzacid.

Figura 4.5. Seguiment del procés de colonitzacié de matrius de PLGA 50/50 en el sistema agitat. Evolucio
de la concentracio cel-lular al sobrenedant. Concentracié inicial de cél-lules CMMA de cartilag articular,
1.2E+06. A: porus tipus 1, B: porus tipus 2, C: porus tipus 3, D: porus tipus 4. —e—Cel-lules totals que
queden al sobrenedant del cultiu.
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De les quatre colonitzacions realitzades amb els polimers de diferents porus cal destacar
que totes elles deixen d’incorporar cel-lules a dintre de la matriu passades les 16-18 hores i la
matriu que més cel-lules incorpora és la de porus tipus 4. Es veu clarament a la figura 4.5 que les
matrius amb porus tipus 4 (figura 4.5.D) deixen entrar més cél-lules a dintre de la matriu i
concretament a les 12 hores ja s’han colonitzat totes les cél-lules. S'aconsegueix que entrin a la
matriu unes 6E+05 CMMA com a minim, i com a maxim unes 8,5E+05 CMMA en el cas del porus
tipus 4. Emin i col-laboradors ja van observar que mitjangant un sistema agitat, s'observava fins un
83% d’eficiencia en la colonitzaci6 de les matrius de PLGA, en canvi en el sistema no agitat només
s'arribava fins a un 57%, valors molt semblants als obtinguts en els sistemes agitats en aquest

experiment (Emin et al. 2008).
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Figura 4.6. Histologia de les colonitzacions amb PLGA de diferents porositats. Tincié Hematoxilina-Eosina.
A: Porus tipus 1; B: Porus tipus 2; C: Porus tipus 3; D: Porus tipus 4.

També es pot observar que quan més gran és el porus, més homogeénia és la distribucid
cel-lular a totes les zones de la matriu, tant superficial com interna. Aixo és degut a que, tal i com
es mostra a la figura 4.6, en els polimers PLGA amb porus tipus 1 i 2 les cél-lules no poden entrar
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a l'interior del polimer i només colonitzen la capa externa (figura 4.6.A-B). En el PLGA amb porus
tipus 3 algunes cél-lules aconsegueixen entrar i colonitzar la part de dins (figura 4.6.C). En el cas
del PLGA amb porus tipus 4, on la mida del porus no representa cap barrera per a les cél-lules, la

matriu es colonitza homogéniament (figura 4.6.D).

En conclusid, s’escull el porus tipus 4, molt gran, per a realitzar els seguents experiments
de colonitzacio de matrius, ja que permet la colonitzaci6 homogénia de la matriu. El sistema de
colonitzacié emprat fins ara és un sistema amb agitacio rotatoria (40 rpm). Es un sistema molt

senzill que no permet monitoritzacié ni control del procés de colonitzacié.

Aquest fet ha portat a posar a punt un altre sistema de colonitzacié que utilitza un
minibioreactor que funciona amb una agitacié pendular (200 rpm) i permet la monitoritzacié de la

densitat oOptica. A la figura 4.7 es mostren els dos sistemes de colonitzacié anteriorment

esmentats.

Figura 4.7. Sistemes de colonitzaci6 dinamics amb agitacié. A: Minibioreactor amb una matriu de PLGA. B:
Roller amb dos tubs tubs falcons durant una colonitzacio.

A continuaci¢ (figura 4.8), es comparen els dos sistemes de colonitzacié. En tots dos
casos sarriba a un nombre de cel-lules semblant dins de la matriu, tot i que la cinética de
colonitzacié en minibioreactor és més lenta que la del roller. En el cas del minibioreactor s’agita el

medi a 200 rpm per mantenir les cél-lules en suspensio i que no s'ancorin a la superficie de plastic
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del minibioreactor, a diferéncia del sistema roller que s’agita a 40 rpm per limitacions de I'aparell.
El minibioreactor presenta certs avantatges en quant a la monitoritzacié de variables importants i
I'agitacio pot ser controlada amb més precisio. Per tant és el sistema que s'utilitza per a colonitzar
les biomatrius. La velocitat d’agitacié pot influenciar el nombre, la viabilitat i la distribuci6 de les
cel-lules en la matriu, aixi doncs, una colonitzacié agitada i amb un control més acurat porta a
aconseguir majors rendiments en les colonitzacions i les densitats finals de colonitzacié en les
matrius (Li et al. 2001).
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Figura 4.8. Comparacié de la colonitzacié de PLGA (50/50 porus tipus 4) segons el tipus de colonitzacio
amb agitaci6. CMMA de cartilag hiali: Inocul de 1.2E+06 CMMA totals. Cél'lules totals que queden al
sobrenedant del cultiu en sistema de colonitzacié minibioreactor. —e—Cel-lules totals que queden al
sobrenedant del cultiu en sistema de colonitzacié roller.

L'obtencié de la biomatriu de PLGA i la seva manufactura per a la colonitzacio, realitzats
mitjangant processos manuals no automatitzats, impliquen un grau de variabilitat inapreciable
macroscopicament. En el cas del roller les matrius pateixen certa degradacio per el constant xoc
d’aquestes amb les parets del tub de centrifuga. Per tant I'eleccié del sistema de colonitzaci6 en
minibioreactor es adequada perqué es pot escollir una disposicié especifica de la biomatriu a
dintre d'un minibioreactor (figura 4.9-A) que minimitza el dany que pogués patir aquesta per

I'agitacio requerida per a la colonitzacio.
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Figura 4.9. A: PLGA en minibioreactor subjecte per una agulla. B: La colonitzaci6 es porta a terme sobre
una placa d'agitacié magnetica a dintre de l'incubador de CO..

Amb l'objectiu de poder monitoritzar aquest proces de colonitzacio i, d’aquesta manera
obtenir polimers de PLGA colonitzats amb la quantitat de cél-lules desitjada, s'efectuara el
seguiment en linia de I'absorbancia del medi de cultiu a partir de la sonda optica del sistema de
minibioreactors Hexascreen®, obtenint informacio de la quantitat de cél-lules restants en el medi

de cultiu al llarg del proceés.

Per comparar els resultats obtinguts, s’efectua el seguiment en paral-lel de la colonitzacio
de les matrius a les tres concentracions equivalents inicials (inoculs de 1.53+06 CMMA totals,
3E+06 CMMA totals i 6E+06 CMMA totals) a partir de mesures fora de linia de la concentraci6
cel-lular present en el medi de colonitzacio. Els resultats obtinguts es poden observar a la figura
4.10, on s’han representat els perfils resultants per a les tres concentracions cel-lulars a partir de

les mesures realitzades en linia i fora de linia.

Si s'analitzen els resultats, es manté I'eficiencia de colonitzacié al voltant del 80% i en els
3 casos, sarriba al punt maxim de colonitzacié a les 24 hores. Malgrat I'abséncia de
correspondéncia entre el valor en linia i fora de linia en el cas de la colonitzacié amb 6E+06
CMMA, I'evolucié de I'absorbancia té prou concordanga amb les mesures fora de linia en el cas de
1.5E+06 i 3.0E+06 CMMA, aixi es podria disposar d’'un monitoratge en linia de les colonitzacions

de les matrius sense cap risc de contaminacié per la pressa de mostra.
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Figura 4.10. Colonitzacié de matriu PLGA 50/50 amb porus tipus 4. C. En 12 mL de medi de cultiu DMEM
suplementat al 10% amb sérum, sense recanvi de medi. CMMA de cartilag hiali. Simbols & per a 1,5E+06
CMMA totals, oper a 3E+06 CMMA totals i o per a 6E+06 CMMA totals. Els que tenen el fons negre
corresponen a les cél-lules totals que queden al sobrenedant del cultiu en sistema de colonitzacio
Hexascreen®. Els que tenen el fons blanc corresponen als controls que es recompten manualment.

A continuacié es mostren les imatges de les colonitzacions de PLGA amb CMMA de
cartilag articular. Cal destacar que malgrat augmentar el nimero de cél-lules en alguns dels
indculs (4E+06 i 6E+06) per a la colonitzacid, algunes zones de la matriu continuen sense

colonitzar-se correctament.

Es pot observar com la figura 4.11-B, ens mostra una zona negativa per a la Safranina O,
ja que aquesta técnica tenyeix de rosa els glucosaminoglicans caracteristics del cartilag hiali i com
era d’'esperar, amb 24 hores de cultiu les cél-lules no han estat capaces de generar una matriu

extracel-lular equivalent a la del cartilag hiali. Si que es pot veure que si s'augmenta l'inocul, les

Cél-lules totals al sobrenedant
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zones que estan més colonitzades, presenten una matriu extracel-lular millor definida. Per Ultim, la

immunohistoquimica per a col-lagen tipus Il de la figura 4.11-D ens mostra, a l'igual que la

safranina, un resultat negatiu com seria d’esperar en un cartilag immadur.

Figura 4.11. Imatges d'histologia de la colonitzacié6 amb Hexascreen®. A: Hematoxilina-Eosina de PLGA
colonitzat amb 4E+06 CMMA totals; B: Safranina O de PLGA colonitzat amb 6E+06 CMMA totals; C:
Hematoxilina-Eosina de PLGA colonitzat amb 2E+06 CMMA totals; D: Immunohistoquimica de Col-lagen Il
de PLGA colonitzat amb 4E+06 CMMA totals.

En resum, s’ha desenvolupat un polimer cilindric amb unes dimensions que es poden
controlar i modificar, si escau, durant el procés de produccio. La biomatriu és bioreabsorbible i
presenta una porositat suficient per permetre la colonitzacié per part de les CMMA. En aquest cas,
s’ha determinat que la mida dels porus, corresponent al tipus 4 (taula 4.7), han d’estar entre
0.3mm i 0.5mm per poder colonitzar les CMMA i que aquestes es distribueixin homogéniament en
les cavitats poroses internes, i no només per la superficie. La biomatriu amb les cél-lules

colonitzades no presenta condrogenicitat en les primeres 24 hores, fet coherent amb la seqiiéncia
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de sintesi dels components de la matriu extracel-lular del cartilag hiali, on els diferents

components tarden en aparéixer entre 2 i 12 dies, tal i com s’'observa a la figura 4.12.
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Figura 4.12. Evolucié (dies) de la sintesi dels components extracel-lulars secretats, al llarg de la
diferenciacié de cultius de CMMA cultivades en medi de diferenciaci6 condrogénica (Barry et al. 2001).

El sistema de colonitzacié en minibioreactor Hexascreen® resulta fiable y eficag, ja que
s'observa un 80% d’eficiéncia de colonitzacio, i es constata I'absencia de contaminacions durant la
colonitzacié. Un cop establert el sistema de colonitzacio, en el seglient apartat s’exposa la

caracteritzacié d’aquests constructes per a definir millor la seva utilitzacid.

4.3.  Caracteritzacio dels biopolimers

A la bibliografia existeixen suficients evidencies com per afirmar que les condicions del
cultiu in vitro influeixen en gran mesura en la formaci6é de cartilag (Van der Kraan et al. 2002).
Entre d'altres factors que poden influir en la formacié de cartilag es troben els factors de
creixement o la pressié parcial d'oxigen. El cultiu dels constructes en bioreactors ofereix certs
avantatges com el creixement amb un nivell de nutrients constant i uniforme (Temenoff et al.
2000).
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Com ja s’ha comentat a la introduccid, I'estratégia d’aquest treball és diferencia de les
aproximacions més habituals en la investigacio basica en el camp de la medicina regenerativa per
a tractar lesions de cartilag articular, ja que es planteja una estratégia similar a Uematsu i
col-laboradors (Uematsu et al. 2005). Les CMMA es colonitzen a les matrius de PLGA, perd no es
cultiven durant un periode de temps, sind que després de la colonitzacio s'implanten directament a

la lesié a regenerar.

Una vegada definides les condicions de la colonitzacio, aconseguint que les CMMA es
distribueixin homogéniament per tota la superficie interna de la biomatriu, es vol caracteritzar el
constructe que s’ha desenvolupat, a diferents nivells, tant molecular com histoldgic. Es realitza un

estudi a nivell de degradacio del polimer i de I'evolucié d’aquest en cultius in vitro de llarga durada.

Es realitza un estudi de la degradacid del polimer in vitro, analitzant aixi la capacitat
d’aquest per suportar les condicions de cultiu. A 'experiment es segueix I'evolucié temporal de la
pérdua de pes de les matrius de PLGA 50/50 sense colonitzar, en medi de cultiu estéril en un
incubador de CO2 a 37°C i 5% CO; . Es pesen els polimers i es posen en plaques de 12 pous amb
1,5 mL de medi DMEM. Cada setmana s’agafen dues matrius, es renten amb H20O destil-lada, es
liofilitzen per treure I'aigua i es tornen a pesar. El calcul de la pérdua de pes de la matriu s’obté del

quocient entre el pes final i linicial expressat en tant per cent.

A la figura 4.13 es pot veure que no és fins a partir de la cinquena setmana quan el
polimer comenga a degradar-se, i no és fins la sisena setmana que la degradacié és total, amb
una pérdua del 80% del pes. Per tant, es poden realitzar cultius de fins a 4 setmanes, mantenint

l'estructura de la matriu.

Si es realitza una colonitzacié de la matriu, les cél-lules han d’emplenar els buits que
presenta la matriu porosa, i si es presenten els senyals adients per a la generacié de ME hialina,
en el cas del cartilag, es formara un neoteixit que parara el procés de degradacié o reabsorbira la

matriu en el cas que estigui en un ambient funcional com una lesié osteocondral.
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Figura 4.13: Evolucié de la degradacio del PLGA 50/50 en medi estéril DMEM suplementat al 10% amb
FCS. Condicions: concentracio de CO2 5%, humitat 95%, temperatura 37°C. —e— percentatge de pes del
polimer respecte el pes inicial.

Encara que no coincideixi amb I'estratégia esmentada, es decideix estudiar els constructe
en cultius a llarg termini in vitro per veure si 'estructura tridimensional de la matriu permet la
rediferenciacié de les cel-lules CMMA préviament a la seva introduccié en el model animal. Es
cultiven tres matrius durant un temps de 10 i 20 dies, per a fer un estudi més complert de la
evolucio després de la seva colonitzacié. De les tres matrius que s’han colonitzat, M1 es va aturar
el seu cultiu el dia 10, M2 el dia 20 i la matriu control (MC) el dia 20. Les matrius de PLGA es
colonitzen amb 1.2E+06 CMMA humanes de cartilag articular. Es fa un seguiment, cada 2-3 dies,
dels consums de glucosa i produccid de lactat per caracteritzar I'activitat metabolica de les
cellules un cop adherides a la matriu i durant el cultiu cel-lular. Les matrius es varen colonitzar en
minibioreactor i s’efectuaren dos recanvis de medi, després de la colonitzacio i al dia 12 de cultiu
(figura 4.14).

Les CMMA de cartilag adherides al PLGA tenen un metabolisme actiu, tal i com es pot
comprovar a la figura 4.14. Si es comparen els polimers que s’han colonitzat, amb un control
negatiu sense cél-lules, es comprova que el control negatiu no consumeix glucosa en absolut. En
el cas del lactat, veiem un certa produccié d’aquest, que pot ser degut a la degradaci6 del polimer

que conté ja que esta format en part per polilactic, llavors pot alliberar acid lactic al medi si existeix
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degradacio. Per tant s’ha de vigilar amb els cultius amb cél-lules, ja que a banda del propi lactat
que ja eliminen les cél-lules, s’hauria de tenir en compte el que allibera el mateix polimer de PLGA.
El lactat és un subproducte del metabolisme de la glucosa i és toxic per a les cél-lules animals que
pot inhibir el creixement a una determinada concentracio. Aixi, el sistema de cultiu de polimers
amb cél-lules ens proporciona un entorn viable per al creixement de les cél-lules, perd s’ha de tenir
molt de compte amb els problemes de contaminacions ja que les manipulacions d'aquests
constructes és molt delicat quan es fan recanvis de medi, ja que no s’ha d’alterar ni fer malbé
I'estructura del polimer. Els recanvis de medi son essencials perqué permeten eliminar el lactat del
medi, un creixement adequat de les cél-lules, una millor rediferenciaci6 cap al llinatge cartilaginés i

la produccié de matriu extracel-lular per part de les CMMA en PLGA.

14

Concentracié de glucosa i lactat (g/L)

0 100 200 300 400 500

Temps (hores)

Figura 4.14. Evoluci6 de les concentracions de glucosa i lactat en colonitzacions de PLGA
cultivades de 10 i 20 dies de durada. Simbols: & Lactat-M1 (fins a 10 dies); ¥ Glucosa-M1 (fins a 10
dies); OLactat-M2 (fins a 20 dies); ®Glucosa-M2 (fins a 20 dies); [lLactat MC (matriu control); BGlucosa
MC.

A la finalitzacié de I'experiment, ja s’observen diferéncies a nivell macroscopic. A la figura
4.15 es mostra a I'esquerra la matriu M2 amb la seva geometria i macroestructura conservades, en

canvi, a la dreta es mostra la MC que ha augmentat considerablement el seu volum i ha perdut
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consisténcia i densitat, fet que es pot observar directament per la seva aparenga macroscopica.
Aquest efecte de manteniment de 'estructura durant el temps que ha estat en cultiu, es pot atribuir
a l'evolucio que han tingut les matrius colonitzades, on molt probablement s’ha sintetitzat matriu
extracel-lular que ha donat una cohesi6 interna a la matriu i permet mantenir la forma i estructura

macroscopica.

Figura 4.15. Aspecte macroscopic de les matrius(senyalades amb les fletxes negres) després de 20 dies
de cultiu. A l'esquerra la matriu colonitzada per CMMA i a la dreta la matriu no colonitzada.

A nivell microscopic s’han analitzat les matrius segons els protocols posat a punt pel
Departament de Ciencies Morfologiques de la UAB i a la Unitat d’Histologia del Departament de
Biologia Cellular, Fisiologia i Immunologia de la UAB. Cal destacar la gran dificultat que han
presentat les matrius per a la seva inclusié i parafinitzacio per a 'obtencié de talls histologics.
S’han utilitzat dos meétodes per fixar les cél-lules, el metode de parafinitzacié classic (apartat
7.54.) i el criostat, per intentar millorar la resolucié de les imatges dels polimers PLGA amb
CMMA. El primer que s’ha de fer notar és la degradacio del polimer en el procés de tall, ja sigui
per criostat o per microtom. Existeixen tecniques alternatives al processat de matrius
biodegradables per a la seva observacio histologica, perd son molt tedioses i els resultats que
s’extreuen son similars als obtinguts en aquest treball (Karen 1999).
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A la figura 4.16-B s'observa com les cél-lules als 10 dies han colonitzat tota la superficie
interna del polimer. Els espais buits que s’observen en blanc a la figura 4.16-B, corresponen a les
zones poroses. El tractament amb parafina o el criostat deforma la matriu i resulta de dificil analisi.
Als 20 dies (figura 4.16-A), s'observa una morfologia cel-lular més fusiforme, deixant de ser
fibroblastica, tendint més cap a una morfologia condrocitoide, en comparacié a la fibroblastica que

presenta en monocapa.

Figura 4.16. Imatges d'histologia del cultiu de llarga durada amb minibioreactor. A: Hematoxilina-Eosina de
PLGA colonitzat amb 1E+06 CMMA als 20 dies(125x); B: Hematoxilina-Eosina de PLGA colonitzat amb
1E+06 CMMA als 10 dies (63X)

L’ultim analisi que es realitza a les matrius cultivades durant 10 i 20 dies, és I'analisi de
I'expressid genética de determinats marcadors. A la bibliografia s’han descrit alguns dels
marcadors de condrogénesi més importants per determinar la rediferenciacié dels condrocits,
alguns d'ells son el col-lagen tipus |, tipus Il i Aggrecan. Per I'analisi dels polimers es fa una
extraccié d’Acid Ribonucleic (ARN) mitjangant la técnica descrita a I'apartat 7.5.3.1. Un cop s'obté
I'’ARN extret es comprova la seva qualitat amb un gel d’Agarosa (2%), identificant la subunitat 18S

que indica una qualitat acceptable per aquesta tecnica.

Per a efectuar aquesta caracteritzacié genética s’analitzara, mitjangant la técnica de la RT-
PCR, I'expressié dels gens GAPDH, Aggrecan, Biglycan, TGF-B, Col-lagen | i Col-lagen Il. Amb
aquesta técnica s'obté informacié sobre 'expressié génica en el moment de la extraccié de I'ARN.
Aquests ARN es converteixen en els ADN corresponents amb I'enzim transcriptasa inversa (RT-
PCR), i després amb l'enzim polimerasa s'amplifiquen aquestes cadenes d’ADN durant un
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determinat nombre de cicles. Aquest material genétic amplificat pot ser observat en gels
d’agarosa, on també es visualitzen els controls positius preparats a partir del propi cartilag hiali,
aixi es pot saber si s’ha amplificat la cadena d’ADN amb el mateix pes molecular que el que s’esta

analitzant.

S'utilitza el gen del GAPDH (Gliceraldehid-3-fosfat deshidrogenasa) com a gen d’expressio
constitutiva, és un dels enzims involucrats en la glicdlisis, és un marcador que ha de donar positiu
en totes les cel lules i, per tant, s'utilitza com a control positiu de I'estat de 'ARN extret de la
poblacié cel-lular a analitzar (Antonitsis et al. 2007).A les seguents figures es mostren les RT-PCR

que s’han visualitzat mitjangant gels d’agarosa (2%).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Carril 1: Marcador de pes molecular.

Carril 2 : GAPDH de cartilag hiali ovi.

Carril 4: Byglican de cartilag hiali ovi

Carril 5: Col-lagen tipus | de cartilag hiali ovi.

Carril 6: Collagen tipus Il de cartilag hiali ovi.
Carril 7: TGF- de cartilag hiali ovi.

Carril 8: GAPDH de CMMA en monocapa.

Carril 9: Byglican de CMMA en monocapa

Carril 10: Col-lagen tipus Il de CMMA en monocapa

Figura 4.17. Analisi de I'expressio génica per RT-PCR per a mostres de cartilag hiali ovi i cutliu en
monocapa de CMMA obtingudes de cartilag hiali ovi. El carril 3 es va deixar buit.

1 2 3 4 5 6 7

Carril 1: Marcador de pes molecular

Carril 3: PLGA 50:50 inocul 1,2E+06,10 dies de cultiu.
Carril 4: PLGA 50:50 inocul 1,2E+06,10 dies de cultiu.
Carril 5: PLGA 50:50 inocul 1,2E+06, 20 dies de cultiu.
Carril 6: PLGA 50:50 inocul 1,2E+086, 20 dies de cultiu.
Carril 7: Control positiu amb cartilag hiali ovi.

Figura 4.18. Analisi de I'expressié genica de GAPDH per RT-PCR per a mostres de PLGA colonitzades als
temps de 10 20 dies. El carril 2 es va deixar buit.
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1 2 3 456

Carril 1: Marcador de pes molecular.

Carril 2: PLGA 50:50 inocul 1,2E+06,10 dies de cultiu.
Carril 3: PLGA 50:50 inocul 1,2E+06,10 dies de cultiu.
Carril 4: PLGA 50:50 inocul 1,2E+06, 20 dies de cultiu.
Carril 5: PLGA 50:50 inocul 1,2E+06, 20 dies de cultiu.
Carril 6: Control positiu amb cartilag hiali ovi.

Figura 4.19. Analisi de I'expressié génica de Col-lagen tipus Il per RT-PCR per a mostres de PLGA
colonitzades als temps de 10 i 20 dies.
1 2 3 456 7

Carril 1: Marcador de pes molecular.

Carril 2: PLGA 50:50 inocul 1,2E+06,10 dies de cultiu.
Carril 3: PLGA 50:50 indcul 1,2E+06,10 dies de cultiu.
Carril 4: PLGA 50:50 inocul 1,2E+06, 20 dies de cultiu.
Carril 5: PLGA 50:50 indcul 1,2E+06, 20 dies de cultiu.
Carril 7: Control positiu amb cartilag hiali ovi.

Figura 4.20. Analisi de I'expressio génica de Col-lagen tipus | per RT-PCR per a mostres de PLGA
colonitzades als temps de 10 20 dies. El carril 6 formava part d’un altre experiment.

1 2 3 456 7 8
Carril 1: Marcador de pes molecular.
Carril 2: PLGA 50:50 inocul 1,2E+06,10 dies de cultiu.
Carril 3: PLGA 50:50 inocul 1,2E+06,10 dies de cultiu.
Carril 4: PLGA 50:50 inocul 1,2E+06, 20 dies de cultiu.
Carril 5: PLGA 50:50 inocul 1,2E+06, 20 dies de cultiu.

g Carril 8: Control positiu amb cartilag hiali ovi.

-~

=

Figura 4.21. Analisi de I'expressi6 génica d’Aggrecan per RT-PCR per a mostres de PLGA colonitzades als
temps de 10 20 dies. Els carrils 6 i 7 formaven part d'un altre experiment.
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Els controls amb el gen GAPDH (figura 4.18) son positius, per tant s'assegura la qualitat
de 'ARN extret dels cultius per a l'analisi de la resta de marcadors. Els resultats dels gels
d’agarosa mostren unes cel-lules actives, sintetitzant el RNA de I'aggrecan (figura 4.21) que forma
part de la matriu extracellular del cartilag hiali. Aixd pot fer pensar que s’esta produint matriu
extracel-lular i s’estan donant les condicions necessaries per a la diferenciacié condrocitaria. En
canvi, I'expressié negativa de col-lagen tipus Il (figura 4.20) de les matrius de PLGA respecte al
control (ARN de cartilag hiali), fa sospitar una activitat metabolica elevada, expressié de col-lagen
tipus | i aggrecan, perd la matriu extracel-lular que s’esta generant no és la caracteristica del
cartilag hiali. Si s'observa la figura 4.21., es veu com als 20 dies la intensitat de 'agrecan és major,
fet que es pot explicar per la expressié tardana de I'aggrecan en la condrogénesi (Chen et al.
2003).

4.4. Prova pilot per a la regeneracié d’una lesié6 osteocondral generada artificialment

mitjangant artroscopia, en animal model.

Una vegada completats els estudis a nivell d’expressio cel-lular i colonitzacié de matrius
PLGA, que ja permeten disposar d’'una metodologia d’expansid per preparar els constructes a
implantar, es planteja ara la posada a apunt de tota metodologia per al treball amb el model animal
triat, l'ovella. En primer lloc es desenvolupa un experiment pilot, que serveixi per integrar i
coordinar totes les etapes necessaries en els experiments en animals, per tal de definir millor les

posteriors séries d’experiments que es descriuran al capitol 5.

El disseny de l'experiment pilot, ha estat influenciant de manera directa sobre el
desenvolupament del constructe cel-lula-biomatriu de PLGA amb CMMA provinent de cartilag
articular que s’ha posat a punt. Els motius per escollir el polimer han estat explicats anteriorment,
perd en el cas del tipus cel-lular per a la prova pilot, cal dir simplement que s’han escollit les
CMMA provinents de cartilag articular perqué sén les que el grup d'investigacié disposa de més
experiencia en l'aillament i el cultiu. A la figura 4.22 es mostra un esquema del experiment pilot

que s’ha portat a terme.
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Figura 4.22. Esquema de I'experiment pilot que s’ha dissenyat per posar a punt les metodologies i els
protocols per a la realitzacié d'un futur assaig preclinic.

Es van utilitzar 12 extremitats posteriors, provinents de cadaver d’ovella, per posar a punt
la técnica per part dels traumatolegs encarregats de la realitzacid de les artroscopies, ja que
'anatomia de l'ovella és similar perd no identica a la humana. Un cop establerts els portals
d’entrada a les extremitats posteriors es van practicar lesions osteocondrals en el condil femoral

medial i lateral per artroscopia, d’acord amb I'aproximacio plantejada en aquest treball.

Tal i com s’ha comentat a la introduccid, s'utilitza en aquest primer experiment el condil
medial perque és el que més carrega biomecanica suporta en el cas de les ovelles. Cada lesi6
osteocondral generada presenta unes mides de 3.5mm de diametre i 5mm de profunditat.
Immediatament després de la lesi6, s'implanten matrius amb diferents relacions diametre/algada
(mm/mm): 3.5/5, 4/7, 7/9, en referéncia al de la lesié. Després de realitzar l'artroscopia i la
implantacié de les matrius, es realitza una artrotomia per avaluar I'aspecte, la localitzacio,
I'extensid de les lesions produides, el grau de fixacié i I'adaptacié de les matrius implantades
(figura 4.23).
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Figura 4.23. Articulacié del genoll en cadaver d'ovella. A I'esquerra es troba implantada la matriu de relacio
diametre/alcada 4/7 (fletxa negra) i la dreta la matriu de relacié diametre/algada 3.5/5, identica a la lesié
generada (fletxa blanca).

Totes les proves van ser realitzades amb la supervisid d’'un metge especialista en
traumatologia, disminuint aixi el biaix sistematic. A la figura 4.23 s’observa que la lesio es
reproduible ja que ambdues son identiques, i en totes les proves realitzades s’ha aconseguit
implantar la matriu i que quedi fixada. En les diferents proves efectuades s'observa I'efecte del
diametre i l'algada de la matriu implantada respecte al de la lesid generada. Aixi t¢ dos
components importants, d’'una banda, que la matriu quedi ben subjecta, i 'altra I'anivellament amb
la superficie adjacent del condil. A la figura 4.23 es presenta un exemple. Al condil de I'esquerra
s’ha implantat una matriu de diametre 4mm i una algada de 7mm, que presenta un grau
d’'adaptacié i fixacié a la lesi6 sense comprometre la porositat de la matriu i obtenint una bona
congruéncia articular. Al condil de la dreta s’ha implantat una matriu de diametre 3.5mm i una
algcada de 5mm, és a dir, de la mateixa mida que la lesio, i sota 'avaluacié macroscopica s'observa

que no hi ha congruéncia i presenta una fixacio més dolenta.

Per definir la mida de la matriu, es van tenir en compte els resultats obtinguts en les
proves preliminars i els publicats en altres models animals. En conills, (Makino et al. 2004) van
constatar una millor evolucié dels empelts osteocondrals amb un diametre lleugerament superior a

la lesi6, en ajustar-se millor a aquesta lesié. D'altra banda, en I'espécie ovina, (Huang et al. 2004)
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van observar una millor evolucio de les lesions osteocondrals en utilitzar empelts anivellats amb la
superficie articular, fet que determina I'evolucio favorable de la possible regeneracié que es pugui
donar. Per aquest motiu, es va optar que limplant correspondria a una matriu de PLGA de
diametre 4mm i una algada de 7mm, que durant 'artroscopia es pugui impactar, ajustar i anivellar,

respecte a la superficie condilar.

[ Traumatolegs ] [ Veterinaris ]
- Disseny de la lesio experimental i posada a punt - Tria d'animals i preparacio per a la
de les técnigues quirdrgiques per a l'espécie cirurgia.
animal. - Anestésia de l'animal.
- Extraccio dels teixits per a l'ailllament de CMMA - Control dels animals durant
- Generacio de la lesio experimental. l'estabulacio.

- Artroscopia per I'implantacid del constructe

Regeneracio de lesio
osteocondral

- Estudi de colonitzacio
- Preparacid del constructe \ /

[ Anatumnpat&legs]

[ Biotecnolegs/Enginyers

Figura 4.24. Participacio de diferents professionals en I'experiment en animal model.

Finalment, una vegada determinades les condicions de realitzacio de les lesions i la mida
de l'implant, es disposa de tots els elements per a abordar I'experiment amb I'animal model ovella.
Per a dur-lo a terme, cal la intervenci6 coordinada d’un equip multidisciplinari, com es descriu a la
figura 4.24. També cal planificar correctament la durada de totes les etapes. Per exemple,
I'expansio cel-lular i la seva durada s’han de planificar amb cura per tal de disposar dels espais,
material i permisos per a dur a terme l'implant en el moment oportu. A la taula 4.3. es detalla el
disseny de I'experiment pas a pas i s'il-lustra a una imatge representativa del pas corresponent, i la

durada aproximada que s’estima per a cada pas.
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Taula 4.3. Diferents etapes de la prova pilot per a la regeneracié de defectes osteocondrals, creats
artificialment mitjangant artroscopia, amb CMMA colonitzades en PLGA, implantades al defecte mitjancant
artroscopia.

1. Extracci6 del cartilag hiali d’una zona articular
mitiancant una artrotomia de la zona
escapulohumeral ovina. Durada aproximada: 2-3

hores.

2. Disgregacio mecanica (amb bisturi) i enzimatica
(amb col-lagenasa tipus ) del cartilag en plaques
de 6 pous, per l'aillament de condrdcits. Durada

aproximada: 24-48 hores.

3. Expansié cel-lular fins arribar al 80-90% de
confluéncia i la superficie necessaria (entre 150 i
600 cm?), per aconseguir un minim de 6E+06
CMMA. Durada aproximada: 25-40 dies

4. Colonitzaci6. Cada matriu es col-loca a dintre
d’'un minibioreactor estéril amb 12ml de medi
DMEM+10% sérum amb 3E+06CMMA, en un
placa d’agitacié6 magnética a 200rpm.

Durada: 24 hores.
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5. Generacié de la lesié mitjangant artroscopia.

Durada aproximada: 2-3 hores.

6. Implantacio del constructe per artroscopia. La
fletxa indica la matriu a linterior de la canula.

Durada aproximada: 5-10 minuts.

En l'estudi es plantegen tres grups diferents de tractaments. El primer d’ells és el control
negatiu, és a dir, una lesi6 generada artificialment sense cap tipus de tractament. El segon, és el
control amb biomatriu sense cél-lules. Per ultim, el tercer grup esta tractat amb el constructe
desenvolupat amb CMMA provinents de cartilag articular autdleg colonitzades a la biomatriu de
PLGA. La concentracié cel-lular que s'utilitza esta al voltant de 10E+06 CMMA/cm3, ja que
diversos autors afirmen que una concentracio inferior a 10E+06 CMMA/cm3 no aconsegueix
produir una matriu cartilaginosa amb les caracteristiques del cartilag hiali (Puelacher et al. 1994;
LeBaron et al. 2000). El polimer presenta unes mides de 4 mm de diametre i 8 mm d’algada, en
canvi, acaba impactat i reduit a un cilindre de 3,5 mm de diametre i 5 mm d’algada, aixi doncs
queda un volum final de 0,2 cm3. Per tant, tenint en compte que només un 70-80% de les cél-lules
aconsegueixen entrar a dintre de la matriu, i es necessita una concentracié minima de 10E+06
CMMA/cm3, es colonitza amb 3E+06 CMMA per estar en el rang superior de cél-lules que
s'incorporen a la matriu i afavorir la colonitzacié aproximadament de 2.1-2.4E+06 CMMA. Aquests
tres grups de tractament s’avaluen a dos temps diferents, 12 i 20 setmanes post-implantacié, en 6
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animals, aixi s’obtenen 12 mostres, una per a cada condil medial de les dues extremitats

posteriors, per tant, 4 mostres per a cadascun dels tres tractaments.

S'estableix un temps minim de 12 setmanes perque la matriu, tal i com s’ha observat
anteriorment, triga uns 50 dies en perdre el 50% del seu pes. Aquesta degradacio6 és essencial per
a la integracié del constructe en el seu ninxol i la remodelacié d’aquest en funcié de si hi ha
regeneracid o no. La degradaci6 de la matriu ha de donar pas a la sintesi, per part de les CMMA,
d’'una matriu extracel-lular cartilaginosa que substitueixi la matriu. La distribucié dels tractaments
que s'aplica a cada condil es resumeix a la taula 4.4. La nomenclatura dels animals (F-nimero)
correspon a la utilitzada en l'estabulari del Servei de Granges i Camps Experimentals de la UAB.
Quan es vol anomenar I'extremitat dreta, s’afegeix una D a la nomenclatura (per exemple: F12D) i

en el cas de 'extremitat esquerra, s'afegeix una E (per exemple: F12E).

Taula 4.4. Tractaments aplicats als diferents animals de I'experiment pilot. Resum de les quantitats de
CMMA colonitzades a les matrius de PLGA.

Ovella Grup Genoll esquerre (condil medial) Genoll dret (condil medial)

. PLGA + CMMA de cartilag articular
F6 w |PLGA 2.30 E+06

< PLGA + CMMA de cartilag articular
F12 o | Lesio sense tractar 2.29 E+06

n
F14 = |pLGA Lesi6 sense tractar

o> | PLGA + CMMA de cartilag articular
F16 2 |230E+06 PLGA

< PLGA + CMMA de cartilag articular
F17 E Lesi6 sense tractar 2.30 E+06
F30 S | Lesio sense tractar PLGA

Un cop transcorregut aquest temps, es realitzen les diferents analisis programades: una
ressonancia magneética nuclear (RMN) per a valorar posteriorment si es pot correlacionar amb la
valoracié histologica, una RT-PCR d’algunes de les mostres, una radiografia, una analitica i per
ultim una avaluacié6 macroscopica i histologica (figura 4.25). La valoracié de la regeneraci6 del
cartilag, a nivell macroscopic, s’ha efectuat per part de traumatolegs especialistes en lesions
osteocondrals, mitjangant una artrotomia de les articulacions, immediatament després de

l'eutanasia. Els criteris per a I'avaluacié macroscopica han estat els criteris de I'escala ICRS de la
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Internacional Cartilage Repair Society (ICRS) (van den Borne et al. 2007). Per avaluar el grau de
reparacio del cartilag articular a nivell histologic, els anatomapatolegs veterinaris han utilitzat el
sistema de gradaci6 recomanat per la ICRS (Mainil-Varlet et al. 2003), que estableix una escala on

la puntuacié minima és 0 i la maxima 34.

Temps t=0

ANALISIS PREVIS AMALISIS POSTERIORS

- Radiografia IMP LANTAOO DEL - Ressonancia Magnética

- Hemograma - Radiografia
- Seleccio visual CONSTR UCTE - Hemograma

- Avaluacié Macroscopica
- Avaluacio Histologica

Figura 4.25. Analisis que es realitzen abans i després de la generacid de la lesio i I'aplicacié del tractament
corresponent (t=0).

4.41. Resultats i discussié de I'experiment pilot.

Els resultats es presenten ordenats de forma seqiencial, es a dir, en primer lloc s’exposen
els cultius realitzats per expandir les CMMA provinents del cartilag articular, i el procés fins arribar
a la implantacié dels constructes de PLGA amb CMMA, o el PLGA sol. L'apartat dels resultats
post-eutanasia es presenten segons les técniques d’analisi realitzades, en primer lloc la RT-PCR i
en segon lloc la valoracio per subgrups d’analisi a 12 i 20 setmanes respectivament.

Tal i com s’ha mostrat a la taula 4.3, en primer lloc s’han extret 6 mostres de cartilag
articular, pero només s’han expandit les cél-lules de 4 animals, un cop comprovat que les linees
escollides no presentaven cap contaminacié la primera setmana de cultiu. S'expandeixen 4 de les

6 mostres ja que només en 4 dels animals es tracten amb PLGA+CMMA de cartilag articular.
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L’estratégia de cultiu consisteix en:

1- Aillament de les CMMA a partir dels teixits obtinguts.

2- Expansi6 dels cultius fins arribar, com a maxim, al 80% de confluéncia de CMMA.

3- Ressembra dels cultius a 2-4E+03 CMMA/cm?2 en funcié del material disponible. En
alguns casos no s'aconsegueix un nombre suficient de cel-lules per poder sembrar a
4E+03 CMMA/cm2, llavors es sembra a 2 o 3E+03 CMMA/cm?2 en funcié de les
cel lules disponibles en el moment de la ressembra.

4- Expansio dels cultius fins arribar a 6E+06 CMMA totals.

La taula 4.5 resumeix els aspectes més rellevants relatius a I'expansié cel-lular. Les
CMMA de cada linia germinal i de cada animal, en cada ressembra. Les CMMA de cada linia
germinal i de cada animal van ser expandides tal i com s’indica a 'apartat 7.1, amb les diferents

fases que inclouen I'extraccio, aillament, expansio i tripsinitzacio.

L’expansio cel-lular es va portar a terme en condicions desterilitat i fou comprovada
diariament amb la visualitzacio dels flascons de cultiu al microscopi. No es van observar signes de

contaminaci6 bacteriana o de llevats en cap dels cultius.

Equacio 4.2. Duplicacions. Equacioé 4.3. Temps de duplicacid.

Dies en cultiu
Dres en culttux 2o xinl)
|' Inl Densitat final ']."u
N\ \Densitat de sembra/)

L l’*

Una vegada les cellules passen de la morfologia esférica que presenten un cop
disgregades del teixit (taula 4.6. punt 2) i adquireixen la morfologia fibroblastica requerida per ser
considerada CMMA, és llavors quan es pot ressembrar amb una densitat inicial amb la que es pot
iniciar el calcul de les duplicacions totals i el temps de duplicacid. Aquests calculs es realitzen

mitjancant les equacions 4.2. i 4.3.
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Taula 4.5. Expansié cel"lular dels cultius establerts per a la realitzacié de la prova pilot de I'assaig preclinic.
Sembra;: Densitat inicial a la que es va sembrar les cél-lules; Densitaty; Densitat final.

Ovella Ressembra | Sembrai (CMMA/cm?) | Densitati(CMMA/cm?2) | Temps de duplicacio (hores) | Duplicacions
F6 Primera | 4.00E+03 3.26E+04 63.43 3.03
F12 4.00E+03 3.16E+04 64.38 2.98
F16 4.00E+03 5.60E+04 50.42 3.80
F17 4.00E+03 3.60E+04 60.56 3.17
F6 Segona 4.00E+03 4 65E+04 47.59 4.54
F12 2.00E+03 1.91E+04 66.35 3.25
F16 2.00E+03 5.60E+04 34.94 4.81
F17 2.00E+03 2.84E+04 43.88 3.82
F6 Tercera 3.00E+03 4.16E+04 50.61 3.79
F12 3.00E+03 2.64E+04 61.19 3.14
F16 3.00E+03 3.52E+04 40.53 3.55
F17 3.00E+03 2.40E+04 48.00 3.00
F6 Quarta 4.00E+03 4.08E+04 57.30 3.35
F12 4.00E+03 3.10E+04 64.99 2.95
F16 2.00E+03 4.24E+04 38.12 4.41
F17 2.00E+03 416E+04 38.36 4.38
F16 Cinquena | 4.00E+03 5,48E+04 4449 3.77
F17 4.00E+03 4.24E+04 49.32 3.40

Els cultius corresponents a les ovelles F16 i F17 presenten una cinquena ressembra

perqué son les dues ovelles que es van implantar més tard, amb una setmana de diferéncia amb

les ovelles F6 i F12. Dels 4 cultius primaris cap d’ells va presentar contaminacié durant el periode

d’expansid, fet corroborat mitjangant I'observacio diaria al microscopi. Per tant, es considera que

169




Estudi de matrius, colonitzacio i aplicacié biomédica

I'estratégia d’aillament i expansié és segura i robusta ja que un 100% dels cultius van mantenir

I'esterilitat i es van poder expandir correctament.

El procés d'aillament i expansio ha estat robust en tots els casos, tal com es mostra a la
taula 4.11, on els temps de duplicacio es situen en un rang entre 38 i 64 hores. Al capitol 3 ja s’ha
determinat que la sembra de condrdcits a 5E+03 CMMA/cm2 presenta un temps de duplicacié de
217 dies, és a dir, 51 hores, valor que es troba dintre del rang que s’ha observat en aquestes

expansions per a I'experiment pilot.

Els constructes que es preparen, mitjangant la colonitzaci6 de les biomatrius de PLGA per
part de les CMMA expandides anteriorment. Per a les ovelles de les 12 setmanes (F6 i F12)
portaven cel-lules que havien realitzat entre 12 i 14 duplicacions (4 ressembres) i les ovelles de les
20 setmanes (F16 i F17) havien realitzat entre 17 i 20 duplicacions (5 ressembres). Aquesta
diferéncia és deguda a que la introduccid va ser posterior en les ovelles destinades a 20
setmanes, ja que no era logisticament possible realitzar 6 artroscopies d'ovella en una sola
jornada. En cap cas aquest fet es tradueix en aberracions cromosomiques o alteracions
genétiques, ja que en estudis previs s’han cariotipat les CMMA de cartilag durant la primera i la
quinta ressembra, sense mostrar cap diferéncia, sent els dos tipus cel-lulars idéntics en carrega
cromosomica. Altres estudis també han demostrat que I'expansié de llarga duracié no altera

I'estabilitat cromosomica (de la Fuente et al. 2004) ni I'estabilitat genética (Neri et al. 2011).

Un cop expandides totes les linies cel-lulars i amb la informacié de les densitats finals, es
van portar a terme les colonitzacions d’acord amb el protocol establert a I'apartat 7.7.1., sense
trobar preséncia d’agregats de CMMA ni contaminacié durant les 24 hores prévies a la introduccio
en I'animal. Es va realitzar una ressembra posterior en paral-lel a la colonitzacié per determinar si
durant el procés de colonitzaci6 s’havia generat alguna contaminacié i en cap cas es va observar
signes visibles de contaminacié bacteriana o fungica. A la taula 4.6. es mostren les quantitats de
CMMA que es van introduir en cada matriu de les que es van implantar en les ovelles. Com es pot
observar, dels 3E+06CMMA que es posen a colonitzar, tal i com s’ha vist en els experiments
previs, només un 76.7% colonitzen la matriu, tal i com ocorre en 3 de les 4 matrius, ja que I'Ultima

d’elles (F17) presenta un 86.7% de colonitzacid.
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Taula 4.6. Resum de les quantitats i les caracteristiques (duplicacions i dies de cultiu) de les CMMA
colonitzades a les matrius de PLGA. La quantitat de cél-lules per matriu i el tant per cent de colonitzacié
que s'obté a partir de 3E+06 cél-lules.

Ovella | Extremitat Dies de cultiu totals/Duplicacions | Cél-lules/matriu | % Colonitzacié
F6 Genoll dret 43/14.7 2.30E+06 76.7%
F12 | Genoll dret 43/12.3 2.29E+06 76.3%
F16 | Genoll esquerre | 48/20.3 2.30E+06 76.7%
F17 | Genoll dret 48/17.7 2.60E+06 86.7%

Aixi doncs, el procés, fins al moment de la implantacid, es porta a terme correctament i els
resultats son satisfactoris, ja que no hi ha hagut contaminacions, totes les linees cel-lulars s’han
pogut expandir sense problemes i les colonitzacions han tingut un rendiment d’'un 79.1% de
mitjana, tal i com s’havia determinat préviament (al voltant del 80%). Finalment, la realitzacié dels
implants es va portar a terme en dos torns, amb una setmana de dilacio entre ells, ja que realitzar
més de 6 artroscopies en un dia resulta excessivament llarg i complex, de forma que es van
realitzar 3 animals a cada sessio. Pel que fa a les artroscopies de generacié de les lesions, totes
es van realitzar correctament, aproximadament a la part central de la superficie de contacte del
condil medial (figura 4.26), encara que en algun cas la lesi6 es va realitzar en una posicié massa
lateral (F14D). En aquest cas, la matriu es va implantar i no va quedar del tot subjecte per la paret

latero-medial, encara que com es conclou als resultats, la matriu es va mantenir fixada.

Figura 4.26. Imatge del video de I'artroscopia on es pot observar en detall la lesié generada (encerclada en
groc).
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No es va realitzar cap tipus de contencié mecanica i les ovelles van comencar a caminar
en el moment en que van recuperar la consciéncia. Durant les segiients setmanes van restar sota
la supervisié del servei de Granges Experimentals de la Universitat Autbnoma de Barcelona, amb
controls i visites regulars per part del veterinaris. Transcorregudes les 12 i 20 setmanes es van

eutanasiar els animals i es van realitzar les analisis i avaluacions detallades a la figura 4.25.

El primer dels analisis que es realitza a les mostres de I'experiment pilot és el molecular.
En l'analisi de la condrogénesi, per RT-PCR, s’ha utilitzat com a control positiu de l'estat i la
qualitat de 'ARN extret la proteina -actina. La B-actina es una proteina altament conservada que
s'expressa en grans quantitats a totes les cel-lules eucariotiques. Forma part del citoesquelet i esta
involucrada en la motilitat cel-lular, mitosis i la contraccié6 muscular (Kost et al. 1983). Es varen
realitzar analisis per a diferents gens implicats en la condrogénesi, tals com el col-lagen tipus I,
tipus | i 'Aggrecan. El teixit que es va utilitzar per realitzar 'analisi va ser el de la zona lesionada, i
reparada o regenerada amb els tractaments aplicats. En el moment de l'autopsia dels animals per
a la recollida de mostres, amb un bisturi es va retallar una de les parts laterals de la zona

lesionada. A la figura 4.27 es mostren els resultats obtinguts.

9110 11,12 13/8L 78 910 1112 13 8L

bl i S

8 910 1112 13 BL

Figura 4.27. Resultats de l'estudi d’expressio génica per RT-PCR per A: B-actina ; B: Collagen | ; C:
Col-lagen Il ; D: Aggrecan. Carrils: M: Marcador de pes molecular; 1-6,8: Controls positius (cartilag hiali); 7,
9: PLGA+CMMA; 10,11: PLGA; 12,13: Lesio sense tractar.
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Els resultats (taula 4.7) mostren ['expressio génica dels principals marcadors
condrogeénics, col-lagen tipus Il i aggrecan, positiu per a totes les mostres per igual, exceptuant
alguns controls positius en el cas del col-lagen Il (figura 4.27-C). Per una altra banda, I'expressid
del collagen tipus | no és caracteristic del cartilag hiali, tal i com es mostra en els controls positius
de cartilag hiali ovi, on resulta negatiu, en canvi, a les mostres on s’han aplicat els tractaments,

existeix expressié d’aquest marcador.

El col-lagen tipus | és caracteristic del teixit ossi o el cartilag fibros, aixi que es pot pensar
en una petita contaminacié de teixit ossi en el moment de la recollida de la mostra, ja que
I'espessor del cartilag a les ovelles de I'experiment varia entre 1-1.5 mm i resulta molt complicat no

agafar teixit ossi subcondral.

Taula 4.7. Resum dels resultats de les RT-PCR realitzades a mostres representatives de cada variable
estudiada i control (cartilag hiali ovi).+=Banda poc intensa; ++=Banda intensa;*=S’observen altres bandes)

Animal/Tractament B-actina | Col-lagenl |Col-lagenll |Aggrecan
Genoll dret PLGA+CMMA | + +* ++ +

F6 | Genoll esquerre PLGA + +* ++ +

F14 | Genoll dret Lesid + +* ++ +

F17 | Genoll dret PLGA+CMMA | + +* ++ +
Genoll dret PLGA + + + +

F30 | Genoll esquerre Lesio + +* ++ +
Control + (cartilag hiali) + - ++ +

Aquest analisi no aporta cap informacio significativa, ja que no mostra diferéncies entre els
diferents tractaments aplicats. Es podria millorar 'analisi amb una precisié major al prendre la
mostra i també utilitzant una PCR quantitativa, ja que I'analisi que s’ha realitzat simplement ens

mostra si s’expressa 0 no el gen analitzat, perd no en quina quantitat. Les mostres histologiques
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que s’han processat després de la pressa de mostra per a PCR han resultat bastant danyades en

gran part de la seva superficie.

Addicionalment es va realitzar un estudi radiologic passades les 12 i 20 setmanes
post-implantacié del constructe, per a cada animal. Tant en la projeccié radiografica latero-
lateral com a la antero-posterior, no s’observaren signes d’alteracions patologiques (figura

4.28) en cap dels animals de I'estudi.

Figura 4.28. Projeccions anteroposterior (esquerra) i laterolateral (dreta) de les articulacions
femoropatel-lars, obtingudes per radiografia, de I'animal F12.

En ultima instancia, es presenten els resultats d’anatomia patologica, analisi histologic,
avaluacié macroscopica i RMN en una série d’exposicions en que els resultats es troben ordenats
en base als tractaments aplicats a cada defecte osteocondral. En cada cas s’analitza I'aspecte
macroscopic, la histologia i la imatge que presenta en la RMN, i es presenten per a cada animal i
per a cadascuna de les articulacions femorotibial, descrivint el cartilag articular del condil medial i
lateral per separat, ja que el tractament administrat va ser diferent. Per a I'avaluacio dels resultats,
I'especialista anatomapatoleg ha utilitzat un dels primers sistemes de gradaci6 per a I'avaluacio
histologica de la regeneracié (Mainil-Varlet et al. 2001) i un sistema d’avaluacié elaborat per
Brittberg i Peterson (van den Borne et al. 2007) anomenat escala ICRS (Internacional Cartilage

Repair Society). A l'apartat 7.8.1 es descriu tant el sistema de gradacid6 macroscopic com
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histologic, amb les taules d’avaluacié corresponents (taula 7.9 i 7.11). Per sistematitzar la
descripcio histologica, es divideix I'area de la lesid d’estudi per zones (figura 4.29), on hi ha dos
grans territoris, el superficial (S) corresponent al cartilag i el profund (D) corresponent a I'os

subcondral. La numeracié correspon a la zona de la lesi6 (1), adjacents (2) o profundes (3).

Figura 4.29. Esquema de les zones divisories virtuals en les que s’ha dividit el cartilag per a realitzar la
descripcio histologica. S:Zona superficial; D:Zona profunda.

4.4.1.1. Grup de lesi6 osteocondral tractada amb PLGA colonitzat de CMMA provinents de

cartilag articular hiali.

El primer dels grups que es discuteix és el dels tractaments amb biomatriu colonitzada
amb ceél-lules, sacrificats a les 12 setmanes (F6D i F12D). Una de les lesions d'aquest grup (F6D-
Figura 4.30-B) presenta una zona de mida petita, discretament deprimida, amb un fons hiperémic,
que en els seus marges mostra una bona integracié amb el teixit adjacent. En I'altra mostra (F12D-
Figura 4.30-C) s’observa una lesio deprimida de major diametre que I'anterior, amb un fons de
color blanquinds, marcadament granular, on el cartilag adjacent mostra una marcada irregularitat
amb la preséncia d'algunes fissures. Aixi la valoracié macroscopica que s'obté és 10/12 en el cas
d'F6Di6/12 en F12D.

A la figura 4.30-D-E es pot observar I'aspecte microscopic que presenta el teixit regenerat.

La zona S3 mostrava en tots els casos una amplia capa de cartilag hiali amb intensa positivitat de
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la tinci6 amb safranina. L'area S1, la zona de la lesio, mostra una morfologia caracteristica de
cartilag hiali amb densitat cel-lular elevada, sense organitzacié columnar, tincié de safranina
positiva i marcada irregularitat del limit entre cartilag i os (linia de marea). El territori corresponent
al cartilag articular estava constituit en la practica totalitat del gruix per cartilag hiali, a excepci6
d'una estreta franja superficial formada per teixit conjuntiu no especialitzat, un patr6 similar al del
cartilag normal adjacent. El teixit perilesional de F12D mostra en el territori D1 una extensa
acumulacio de vasos sanguinis de diferents mides, edema i focus d'aspecte mixoide que no es
corresponen amb reparacié del cartilag, sind més una diferenciacié d’aquest cap a fibrocartilag o

teixit ossi. S'observa extensa integracié entre les zones D1 i D2 en tots els casos.

Figura 4.30. Resultats corresponents als condils medials tractats amb matriu de PLGA colonitzada amb
CMMA provinents de cartilag articular, a les 12 setmanes post-implantacié. A: Imatge de RMN axial de F6D
(encerclat en groc el condil medial); B i C: Imatge macroscdpica F6D i F12D respectivament (encerclat en
groc la zona de la lesid); D i E: Imatges d'histologia (F6D) corresponents a Safranina O i
immunohistoquimica per a col-lagen tipus Il respectivament.
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A l'analisi de la RMN, en el centre d'aquesta lesio (figura 4.30-A) s’observa una imatge
puntiforme (3mm de diametre aprox.), caracteritzada per isosenyal T1, hiposenyal T2 (en
comparacio al senyal de l'os subcondral adjacent a la lesid) i alta senyal Short Tl Inverse Recovery
(STIR) que podria correspondre a restes de la matriu reabsorbible implantada (F6D), aixi com cert
edema ossi associat. Les caracteristiques de senyal de la zona de reparacié del defecte sén
compatibles amb teixit d'estirp fibrocartilaginés i esclerosi subcondral. En el cas de F12D les
caracteristiques de senyal de la zona de reparacié del defecte s6n compatibles amb teixit d'estirp
fibrocartilaginds i esclerosi subcondral perilesional aixi com importants lesions d'alta senyal STIR
probablement corresponent a un marcat edema ossi associat. La senyal STIR és un bon indicador
de dany muscular i pot ser util en la detecci6 d’esclerosi i edema ossi associat a aquestes lesions
osteocondrals. Aquest edema pot estar relacionat amb la reabsorcié de la matriu. En les seccions
realitzades, no s’observen entre 'implant i I'os subcondral aixi com amb el cartilag natiu defectes
de la superficie ni zones d'ompliment amb liquid sinovial, suggestives d'erosié de la superficie

articular, de manera que es pressuposa una correcta integracié de I'implant.

Pel que fa als animals sacrificats a les 20 setmanes (F16E, F17D), de les lesions tractades
amb biomatrius de PLGA colonitzades amb CMMA, la mostra F17D presenta una molt discreta
depressio a la zona de lesid que es troba envoltada per una area en la qual el cartilag articular
presenta una superficie articular llisa, amb una bona integracidé amb el teixit circumdant i
normocolorada. L'altra mostra (F16E) ha degenerat en una lesié crateriforme, més deprimida que
la descrita dins d'aquest mateix grup. La valoraci6 macroscopica és la més alta de totes les

mostres avaluades, amb una puntuacié de 11/12 en el cas d'F17D i 9/12 en F16E.

A la figura 4.31-D-F s’observa que en el territori D1 corresponent a 'os subcondral, les
lesions tractades amb matrius colonitzades, mostren la presencia de teixit ossi esponjos que
contenen arees d'osteosintesi considerablement actives. El territori S1 de la lesid en matrius
colonitzades mostra la presencia de cartilag hiali amb certa irregularitat en el seu gruix, sense una
clara organitzacio en capes i amb la preséncia de teixit fibrés en les zones més superficials. El
nivell de la superficie articular es manté respecte al cartilag adjacent, pero la linia de marea és
irregular. En les seccions corresponents a lesions tractades amb matrius colonitzades avaluades a
les 20 setmanes s'observa positivitat al col-lagen Il a tota la superficie de la zona S1. La lesio
F16E mostra la preséncia d'extens teixit conjuntiu, amb absencia de teixit ossi en D1, i que arriba a
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la superficie corresponent a S1 sense la preséncia de cartilag hiali, recordant a una lesié control.
Per tant, la puntuaci6 obtinguda a la valoracié histologica per a cada lesio és de 27/32 per F17D i
13/32 per a F16E. A les sequencies de RMN de la lesi6 F16E, on s’han descrit unes
caracteristiques histologiques i macroscopiques no corresponents a cartilag hiali, s'observen
lleugers artefactes ferromagnétics per intervencié quirirgica amb una imatge d’'una lesié gran de
morfologia heterogéenia. Aquesta lesié de marges mal definits presenta marges esclerotics i s'estén
fins a la unié metafisi-epifisaria. Les caracteristiques de senyal de la zona de reparaci6 del defecte
son compatibles amb teixit d'estirp fibrocartilaginds i esclerosi subcondral perilesional. L'amplitud i
heterogeneitat de la lesio impedeix una valoracio i visualitzacid correcta de la integritat de I'implant
a causa de la preséncia d'acusats canvis edematosos i inflamatoris. Aquestes troballes en el
diagnostic diferencial per imatge podrien correspondre a una amplia zona de necrosi avascular del

condil femoral o a canvis edematosos i inflamatoris associats al implant o la tecnica quirdrgica.
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Figura 4.31. Resultats corresponents als condils medials tractats amb PLGA colonitzada amb CMMA
provinents de cartilag articular, a les 20 setmanes post-implantacié. A: Imatge de RMN axial de F17D
(encerclat en groc el condil medial); B i C: Imatge macroscopica F17D i F16E respectivament (encerclat en
groc la zona de la lesi6); D i E: Imatges dhistologia (F17D) corresponents a Safranina O i
immunohistoquimica per a col-lagen tipus Il respectivament; F: Imatges d'histologia (F16E) corresponents a
Safranina O.
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Per altra banda, a la mostra F17D, la imatge (figura 4.31-A) podria correspondre a restes
de la matriu reabsorbible implantada envoltada d'esclerosi 6ssia a nivell subcondral aixi com teixit,
que per les seves caracteristiques de senyal, pot correspondre a fibrocartilag, que entapissa la
zona del defecte. S'observa una correcta integracié de limplant a causa de la manca de

visualitzacio de zones d'ompliment andmales amb liquid sinovial.

El marcatge immunohistoquimic amb I'anticos anti-sox9 mostra les cél-lules del cartilag
hiali tenyides positivament (cellules amb citoplasma negre a la figura 4.32-B). En totes les
mostres, el marcatge s'observa en les cél-lules més superficials del territori S3 i en els clusters del
territori S2 (figura 4.37). En les lesions tractades amb matrius colonitzades s’observen cél-lules
positives en |'espessor de la capa S1itambé a la “zona de col-lisié" localitzada entre la regi6 basal
del cartilag de superficie, l'os regeneratiu de la zona subcondral i una area residual de teixit
conjuntiu subcondral (figura 4.32-A). Es en aquesta Ultima localitzacié on es troba una gran
activitat osteoblastica que pot correspondre a la font de cel-lules provinent del moll d’os amb la

capacitat condrogenica per a generar nou cartilag a través de la ossificacié endocondral.
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Figura 4.32. Resultats corresponents als condils medials tractats amb matriu de PLGA colonitzada amb
CMMA provinents de cartilag articular a les 20 setmanes (F17D). A: Imatge d'histologia corresponents a
Hematoxilina Eosina (A) i Immunohistoquimica de Sox9 (B).

4.4.1.2. Grup de lesioé osteocondral tractada amb biomatriu PLGA sense CMMA.

El segon grup que s'analitza és el de lesions tractades amb biomatriu de PLGA no
colonitzada. A la figura 4.33 s’'observen les lesions a nivell macroscopic dels animals sacrificats a
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les 12 setmanes (F6E, F14E), que presenten una area llisa, discretament deprimida, respecte al
cartilag adjacent, amb una perfecta continuitat amb el mateix, sense fissures ni solucions de
continuitat, resultant amb una puntuacié a la valoracié macroscopica de 9/12 en el cas d'F6E i
3/12 en F14E. A nivell histologic (figura 4.33-D-F) s’observa la preséncia de cartilag hiali a la zona
més profunda de la capa S1, mentre les zones mitjanes i superficials estan constituides per teixit
conjuntiu dens, amb la preséncia d'alguns vasos sanguinis. Un dels aspectes més sorprenents en
aquest sentit és la preséncia de cel-lules, i amb una densitat normal o superior a la que correspon
a l'os. La procedéncia d’aquestes cél-lules pot venir de diversos llocs com de la sindvia o del propi
moll de 'os subcondral que s’ha perforat, donant un sagnat que allibera gran quantitat de cél-lules
absorbides per al matriu. Es va observar una extensa integracio entre les zones D1 D2 en tots els
casos analitzats fins ara, excepte en F6E (figura 4.33-F) en el qual existia una neta delimitacid

entre els territoris D1 i D2, amb tan sols integracié focal.

Figura 4.33. Resultats corresponents als condils medials tractats amb PLGA sense CMMA, a les 12
setmanes post-implantacio. A: Imatge de RMN axial de F14E (encerclat en groc el condil medial); B i C:
Imatge macroscopica FGE i F14E respectivament (encerclat en groc la zona de la lesié); D i E: Imatges
d’histologia (F14E) corresponents a Safranina O i immunohistoquimica per a col-lagen tipus I
respectivament; F: Imatges d’histologia (FGE) corresponents a Safranina O.
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Tal i com s’ha comentat anteriorment, durant la cirurgia de F14E, no es va centrar la lesio i
la possible manca de paret lateral podria explicar la no visualitzacio de la matriu a causa d'una
pérdua de I'implant. A nivell de RMN podria explicar la manca de reactivitat de 'os perilesional
amb abséncia d'esclerosi, edema i senyal compatible amb l'implant. Al centre d'aquesta lesid
(figura 4.33-A) s’observa una imatge puntiforme (2 mm de diametre aproximat), caracteritzada per
isosenyal T1 i hiposenyal a la resta de les potenciacions (en comparacié al senyal de I'os medul-lar
adjacent a la lesi6) que podria correspondre a restes de la biomatriu de PLGA reabsorbible

implantada.

Respecte a la integracié de limplant, s'observa una manca de continuitat entre I'os
subcondral/cartilag nadiu amb I'implant, evidenciada per una linia en hipersenyal STIR que envolta
a una petita imatge triangular de 4 mm de longitud que podria correspondre a l'implant. Aquestes

troballes suggereixen la manca d'unié, almenys de forma parcial, de I'implant a I'os subcondral.

Pel que fa als animals sacrificats a les 20 setmanes del grup de lesions tractades amb
matrius de PLGA sense colonitzar amb CMMA, ambdues lesions (F16D i F30D), van mostrar un
aspecte similar que a les 12 setmanes, amb un discret augment en el diametre de la zona
deprimida (figura 4.34-B-C) i en un dels casos amb irregularitat del cartilag adjacent (F16D),
obtenint una valoracié macroscopica de 8/12 en el cas d'F16D i 9/12 en F30D. A nivell histologic
s'observa un patr6 caracteritzat per la preséncia de cartilag hiali en les capes profundes i de teixit
fibrés en les superficials de la zona de la lesié S1. La superficie articular es troba deprimida
respecte al teixit cartilaginds adjacent i la linia de marea és regular. En els altres grups, el
marcatge immunohistoquimic en el teixit superficial va ser menys intens i més irregular que el
descrit a les matrius colonitzades amb CMMA. Aixi mateix, s'observen arees positives a la tincié
de Safranina O (figura 4.34D,F) i al collagen Il (figura 4.34-E) en zones corresponents a
ossificacio endocondral de 'os subcondral, especialment en el territori D3. La tincié de Safranina O
va ser més intensa a la zona basal de la zona S1 de la lesio, obtenint una puntuacié a la valoracié
histologica de 26/32 per a F16D i 25/32 per a F30D. La imatge de RMN, a la figura 4.34-A,
correspon a la mostra F16D que presenta una lesié de morfologia pseudonodular amb una senyal
STIR lleugerament alta, compatible amb edema ossi. Respecte a la integracié de I'implant no
s'observen imatges que suggereixin la manca d'unié en les seccions realitzades encara que Ssi

alguna irregularitat i augment de senyal del cartilag en aquest punt.

181



Estudi de matrius, colonitzacio i aplicacio biomedica

Figura 4.34. Resultats corresponents als condils medials tractats amb PLGA sense les CMMA, a les 20
setmanes post-implantacio. A: Imatge de RMN axial de F16D (encerclat en groc el condil medial); B i C:
Imatge macroscopica F16D i F30D respectivament (encerclat en groc la zona de la lesié); D i E: Imatges
d’histologia (F30D) corresponents a Safranina O i immunohistoquimica per a col-lagen tipus Il
respectivament; F: Imatges d’histologia (F16D) corresponents a Safranina O.

4.4.1.3. Grup de lesi6 osteocondral control sense tractament.

L’ultim grup que s’analitza és el control negatiu, és a dir, les lesions no tractades. Pel que
fa als animals sacrificats a les 12 setmanes (F12E, F14D) a nivell macroscopic (figura 4.35.B-C)
s'observa una erosio profunda del cartilag articular que arribava al nivell de l'os subcondral
subjacent. A la zona perilesional s’observa una marcada irregularitat de la superficie articular, amb
profundes fissures del cartilag. Aixi la puntuacio és la pitjor de totes les mostres que s'analitzen
amb una valoracié macroscopica de 3/12 en el cas d'F12E i 4/-12 en F14D. Pel que fa a la
valoracié histologica, una de les mostres no es va poder analitzar ni avaluar perque no es va

realitzar correctament el tractament de descalcificacié. En canvi, la mostra F14D si es va analitzar i

182



Aplicacio de cel-lules mare mesenquimals per a la regeneracio de cartilag articular

es troba que en abséncia de tractament, I'avaluacié microscopica mostra el territori de la lesié S1
constituit en gran part per teixit conjuntiu, cartilaginds i focalment ossi. En les seccions
histologiques estudiades, corresponents a diferents mostres a les 12 setmanes de la lesio, el
territori D1 esta constituit per un teixit conjuntiu lax, no especialitzat, pero en el cas de les lesions
no tractades mostra un patrd menys cohesiu. La puntuacié que s’'obté a la valoracié histologica és
de 9/32 pera F14D

Figura 4.35. Resultats corresponents als condils medials amb lesid no tractada a les 12 setmanes (lesi6
control) post-implantaci6. A: Imatge de RMN axial de F12E (encerclat en groc el condil medial); B i C:
Imatge macroscopica F12E i F14D respectivament (encerclat en groc la zona de la lesid); D i E: Imatges
d'histologia (F14D) corresponents a Safranina O i immunohistoquimica per a col-lagen tipus I
respectivament.

La RMN mostra que la superficie de la zona intervinguda, en F12E, presenta una

depressié que afecta cartilag i os subcondral (figura 4.43.A) compatible amb lesié osteocondral
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d'aspecte cronic (hiposenyal STIR) amb esclerosi periférica que es correspon a lesié realitzada per
I'estudi. La mostra F14D també presenta una depressio que afecta cartilag i os subcondral (geoda)
compatible amb lesi6 osteocondral d'aspecte cronic encara que amb minimes zones d'edema ossi

(hipersenyal STIR) i marcada esclerosi periférica que es correspon a la lesio realitzada.

Per ultim, s'avaluen les lesions control no tractades i analitzades a les 20 setmanes (F17E
i F30E). Macroscopicament, aquest subgrup mostra un marcat enfonsament de la zona lesionada
que presenta un fons irregular d'aspecte fibril-lar. El cartilag articular adjacent no mostra
alteracions tan evidents com a les 12 setmanes. Respecte a la valoracié macroscopica s'obté 5/12
en el cas d'F17E i 5/12 en F30E. Histologicament, la zona de la lesié S1 (figura 4.36-E-F) esta
caracteritzada per una matriu d'aspecte hiali, perd no es tenyeix amb safranina i conté escassa
quantitat de cél-lules, moltes de les quals s'agrupen en clusters. La superficie esta marcadament
deprimida en relaci6 amb el cartilag adjacent i els dos territoris S2 adjacents mostren una
inclinacio6 orientada cap al centre de la lesio. En aquestes lesions que no van rebre tractament, es
va observar teixit ossi esponjos, arees de teixit conjuntiu, en menor extensio i amb major densitat
cellular que a les 12 setmanes, obtenint aixi una puntuacié a la valoracié histologica de 11/32 per
a F17E i 22/32 per a F30E.

A l'analisi de les imatges de RMN, en el cas de F17E, s'observa una lesié de morfologia
pseudoconica localitzada en I'aspecte caudomedial del condil femoral intern, que globalment
presenta unes caracteristiques de senyal caracteritzades per lleugera hiposenyal T1, lleugera
hiposenyal T2 envoltada d'un anell periferic de baixa senyal en totes les potenciacions
corresponent a esclerosi 0ssia. Aquesta lesio presenta una moderada alta senyal STIR a la
superficie de la zona intervinguda i en la seva periféria s'aprecia una marcada irregularitat i
rugositat de la superficie articular que a afecta cartilag i os subcondral compatible amb lesié
osteocondral en fase inflamatoria corresponent a la lesié realitzada per I'estudi. A I'altra mostra,
F30E, existeix una certa esclerosi global del condil intern en comparacié amb el contralateral
suggestiu d'incipient osteoartrosi, encara que sense osteofitosi marginal significativa. A la
superficie de la zona intervinguda s'aprecia una minima depressi6 que afecta al cartilag,
compatible amb lesid osteocondral d'aspecte cronic i marcada esclerosi periferica que es
correspon a la lesio realitzada per I'estudi.
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Figura 4.36. Resultats corresponents als condils medials amb lesio sense tractament a les 20 setmanes
(lesi6 control) post-implantacié. A: Imatge de RMN axial de F17E (encerclat en groc el condil medial); B i C:
Imatge macroscopica F17E i F30E respectivament (encerclat en groc la zona de la lesié); D i E: Imatges
d’histologia (F17E) corresponents a Safranina O i immunohistoquimica per a collagen tipus I
respectivament; F: Imatges d’histologia (F30E) corresponents a Safranina O.

4.4.2. Conclusions de I'experiment pilot.

A la taula 4.8 es resumeixen els resultats globals de les valoracions histopatoldgiques i
macroscopiques. Arran dels resultats i les valoracions realitzades, es pot afirmar que en gran
mesura, les caracteristiques histologiques depenen de dues variables: el tipus de tractament
aplicat a la lesi6 osteocondral i el temps transcorregut entre la realitzacié de procediment quirdrgic
i el sacrifici de I'animal. Els resultats micro i macroscopics han de ser analitzats en conjunt, ja que
un teixit similar al hiali sense ser congruent i continu amb el teixit adjacent sa, no és un teixit que

pugui suportar les carregues de l'articulacid i no es comportara com un cartilag hiali normal.
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Taula 4.8. Resum dels resultats de 'avaluacié macroscopica i histologica. Taula A: Ordenada per mostres
analitzades temporalment. Taula B: Ordenada per ftractaments aplicats. *Mostra no analitzada
histologicament. H= Histologia; M=Macroscopic.

TAULA A
Genoll esquerre | Histologia | Macroscopic | Genoll dret | Histologia | Macroscopic
Ovella | Grup | (condil medial) (condil medial)
o 15 9 PLGA + CMMA 23 10
F6 w | PLGA
Z *
I |Lesio sense | 0 3 PLGA + CMMA 13 6
F12 [ tractament
2 22 3 Lesid sense | 9 4
F14 -~ |PLGA tractament
. PLGA + CMMA 13 9 26 8
F16 i PLGA
‘E‘ Lesio sense | 11 5 PLGA + CMMA 27 11
F17 F Ltractament
& | Lesio sense | 22 5 25 9
F30 N | tractament PLGA
TAULAB
Tractament MOSTRES
F12-12 F14-12 F17-20 F30-20
setmanes | setmanes | setmanes | setmanes
H M| H| M| H|M H M
Lesio sense
tractament 0* 3 9 4 1 11| 5 22 5
F6-12 F14-12 F16-20 F30-20
setmanes | setmanes | setmanes | setmanes
H M| H| M| H|M H M
PLGA 15 |19 |22 | 3 |26 | 8 | 25 9
F6-12 F12-12 F16-20 F17-20
setmanes | setmanes | setmanes | setmanes
H M| H| M| H|M H M
PLGA+CMMA | 23 | 10 [ 13| 6 | 13| 9 | 27 | 11

Hi ha, perd, un patré histologic en el territori S2 que es repeteix en tots els animals

estudiats que consisteix en una marcada disminucié de la cel-lularitat, una disminuci6 aparent de

la intensitat en la tincid de safranina i la preséncia de nombrosos clisters o grups de condrocits

(figura 4.37), localitzats preferentment a la zona més superficial i que sén més abundants a la

regi6 més propera a S1. Es pot interpretar com una migraci6 cel-lular de CMMA que intenten

regenerar les zones a regenerar amb clusters de condrocits en direccié cap a S1.
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Figura 4.37. Clusters o grups de condrocits que s'observen majoritariament a les zones S2 i S3
perilesionals.

En els resultats microscopics, es mostra una clara regeneracié en les mostres de matriu
amb cél-lules a les 12 setmanes (F6D), s’observa tincié safranina positiva i col-lagen Il positiu,
amb una regeneracio parcial de l'altura del cartilag, resultant en una puntuaci6 macroscopica
excel-lent. L'osteointegracié dels polimers amb ['os subcondral ha estat gairebé completa. En
canvi, en les zones perilesional laterals al cartilag hiali (S2), es troba un teixit acel-lular en
practicament tots els casos tractats amb PLGA sol 0 amb cél-lules. L'altra genoll tractat amb PLGA
més cél-lules (F12D) ha generat una resposta extensa, amb acumulacié de vasos sanguinis de
diferents mides, edema i focus d'aspecte mixoide a la zona d'os subcondral, tot i generar un teixit

de morfologia hialina, com indica la valoracié histologica.

Per la seva banda, el tractament amb PLGA va mostrar resultats interessants, tant a les 12
com a les 20 setmanes. A les 12 setmanes s’observa com les matrius han estat colonitzades per
cellules del propi organisme de procedéncia dispersa, que podrien arribar des de l'os subcondral
cridades per la inflamacié generada en l'os o del liquid sinovial i altres teixits adjacents com el
greix. Aquestes matrius no colonitzades presenten una osteointegracié menor que la matriu F6D.
A les 20 setmanes s’observa com en zones de la lesio, aquesta ha estat regenerada per teixit amb
senyal safranina O positiu i en altres no déna positiu. El teixit és més tipus fibrés que el hiali
observat en les mostres amb PLGA més cel-lules. Aquest Ultim tractament a les 20 setmanes ens
mostra un teixit completament anivellat (Figura 4.31-B) macroscopicament i safranina O positiva i
collagen Il positiva. En cap dels casos, els teixits amb tincié safranina O positiva han generat un
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cartilag hiali amb totes les caracteristiques normals, i en cap cas s'observa una organitzacio
columnar dels condrocits ni tampoc una tidemark o linia de marea correcta entre cartilag i os

regenerat .

Les lesions sense tractament mostren un marcat enfonsament de la zona lesionada amb
un fons irregular d'aspecte fibril-lar, tant a les 12 com 20 setmanes. S'ha observat teixit ossi
esponjos, present també en els altres tractaments, arees de teixit conjuntiu, no present en els
altres tractaments, i zones amb senyal safranina O positiu. Els resultats microscopics i de
ressonancia mostren una afectacié severa de I'os subcondral i altres teixits annexos. Com s'ha
descrit anteriorment, es va observar tincio safranina O positiva en la majoria dels casos, pero cal
remarcar que depenent de la zona on es trobi, significara una regeneracié de cartilag hiali si és a

la zona superficial contigua al cartilag sa o bé una regeneracié 6ssia endocondral fisiologica.

En general, de la realitzacié d’aquesta primera prova de concepte en model animal
experimental, se’n poden extreure algunes observacions. La primera de les quiestions fa referéncia
a la seguretat dels tractaments aplicats a les lesions osteocondrals generades mitjangant
artroscopia. Totes les ovelles van ser sacrificades sense presentar cap signe de malaltia o
patologia derivada per l'aplicacié del tractament, ja sigui matriu de PLGA amb cél-lules o matriu de
PLGA sola. Aixo confirma que la biomatriu utilitzada és biocompatible i segura per a la utilitzacié
en animals de grans dimensions com l'ovella durant els periodes de temps analitzats. Els animals
van presentar una evolucié correcta durant tot I'experiment. Els examens clinics generals no han
revelat anomalies, amb I'excepci6 de certa claudicacio en el periode immediat post-quirdrgic. En el
periode posterior a la implantacié del constructe, els animals no han mostrat cap tipus de reaccié
adversa, sense augment de la temperatura corporal compatible amb estat febril (abséncia de
pirogenicitat), ni claudicacié. Les analitiques i hemogrames realitzats per al control de I'estat de
salut dels animals, a les 12 i 20 setmanes, son compatibles amb la normalitat. Els parametres
bioquimics sanguinis també son compatibles amb la normalitat, destacant només un augment
lleuger de la creatinin-quinasa indicadora de dany musculoesquelétic. Aquest fet pot ser degut a
I'evolucié post-quirdrgica, ja que a I'abordatge artroscopic es fa malbé el muscul amb les incisions
que es realitzen per introduir el material quirirgic, provocant una inflamacié local que provoca

I'augment transitori dels nivells de I'enzim creatinin-quinasa.
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Els altres aspectes a destacar son la validesa i la viabilitat del procés. La viabilitat queda
demostrada per el fet de conservar tots els animal vius i amb els tractaments previstos en el
plantejament inicial de I'experiment. La validesa fa referéncia al grau d’objectivitat de I'experiment i
la possibilitat d’extrapolar els resultats del estudi a altres poblacions. L’avaluacio dels resultats per
part d'especialistes i amb el metode del doble cec permet augmentar el grau d’objectivitat i afirmar
que l'estudi es valid. En canvi, I'extrapolacié dels resultats a altres poblacions requereix d'una série
experimental amb més animals. En el seglent capitol es realitza un experiment amb més variables

i més animals per cada tractament estudiat, augmentant aixi el grau de validesa de I'estudi.

La ressonancia magnética és una técnica d'imatge molt indicada per a I'estudi dels teixits
tous com el cartilag ja que aquest conté una gran quantitat d'aigua en la seva composicio. Altres
técniques, com els raigs X o I'ecografia, no permeten visualitzar ni diagnosticar amb tanta precisid
les variacions d'un cartilag normal. En aquest cas s'ha realitzat un estudi de ressonancia
magnetica preeutanasia per avaluar tant la tecnica com els resultats de I'experiment en si mateix.
Els resultats de ressonancia magnetica mostren algunes correlacions que semblen indicar un
procés de regeneracid, com l'edema ossi trobat en la majoria dels genolls tractades amb PLGA
amb cellules 0 només amb PLGA. S'ha vist en altres estudis que el procés de regeneracio
després d'un trasplantament autoleg de condrocits implica un edema ossi en les primeres fases
del periode post-operatori (Trattnig et al. 2007). El fet que un dels mecanismes naturals en qué la
biomatriu es reabsorbeix sigui la hidrdlisi, també afavoreix el senyal edematds. No s'ha observat
vessament articular en cap dels casos. La técnica ha permés observar amb gran fiabilitat les
restes de matriu als genolls, tant a les 12 com a les 20 setmanes, indicant també la osteointegracio
d'aquesta en el teixit subcondral. Els resultats de ressonancia concorden amb els histologics en
aquest sentit. Ha permés observar reaccions estranyes com la possible pérdua de matriu en
alguns dels genolls, reflectint-se en una mida de lesié gran similar a la lesio sense tractar.
Finalment, els senyals de les lesions tractades amb PLGA amb CMMA de cartilag hiali son

compatibles amb fibrocartilag i esclerosi subcondral en la majoria dels casos.

La técnica de la RT-PCR s'utilitza en moltes investigacions a nivell basic, per identificar
I'expressio genetica dels polimers generats, perd és limita molt a I'ambit in vitro (Chen et al. 2004).
En canvi, en els experiments in vivo amb grans animals no s’acostuma a utilitzar aquesta tecnica,

ja que no dona cap informaci6 quantitativa, i com en aquest cas, pot arribar a fer malbé mostres
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d’histologia. Tampoc es pot assegurar que les mostres siguin representatives de la regeneracio
per part de les CMMA i no daltres tipus cellulars, ja que el material del que sailla 'ARN pot
provenir de cel-lules que poden haver migrat d’altres localitzacions anatdmiques del genoll o es pot
haver agafat la mostra incorrectament, ja que el camp d’actuacié és molt petit i I'error en la
recollida de la mostra és possible. Aixi doncs, aquesta tecnica no es considera recomanable per

analitzar les mostres en un assaig preclinic de cartilag més extens.

Els resultats dels tractaments amb la matriu de PLGA, utilitzada en aquest treball, i la seva
combinacié6 amb CMMA, ens porten a la conclusié que aquesta és una matriu biocompatible i
bioreabsorbible i a les 20 setmanes s’observen restes minims de matriu. La matriu permet el
creixement i la remodelacié del cartilag hiali i la substituci6 d'aquesta per una matriu extracel-lular
produida per la cél-lules que la colonitzen. Encara que s'hauria d'estudiar millor la fixacié de la
matriu, a causa de la sospita que un dels casos es va alliberar com a cos lliure dins de l'articulacio,
generant una lesié similar a les lesions no tractades amb teixit connectiu extens i abséncia de
regeneracié hialina. Un dels aspectes més importants és la proteccioé que ofereix la matriu, davant
I'afectacid greu que genera la lesio osteocondral sense tractament, protegint I'os subcondral de

lesio profunda, amb abséncia de teixit conjuntiu i osteointegracié completa a les 20 setmanes.

Recentment s’han resumit diferents aspectes que s’han d’abordar i que sén problematics
quan s'utilitzen terapies cel-lular que impliquen biomatrius i CMMA per a la regeneracié de
defectes condrals (Athanasiou et al. 2009). Alguns dels principals punts que es tracten sén els

seguents:

» La mort cel-lular que acompanya el procediment quirirgic agressiu, que implica una
lesio important en els teixits circumdants com el muscul i la membrana sinovial. Aixo
genera una inflamacié que actua com a barrera per al correcte ancoratge de la matriu i
les CMMA en el ninxol funcional per a intentar regenerar la lesié que existeix.

> Un nombre de cel-lules viable baix no sintetitzara la matriu extracel-lular que uneixi els
dos teixits que han quedat separats per la lesio.

» Un nombre de interconnexions baix entre la biomatriu i la xarxa de col-lagen no

permet la correcta integracid.
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> Els teixits lesionats tendeixen a la fibrosi, amb una xarxa densa de col-lagen, amb un

metabolisme inactiu, obstaculitzant la migracié cel-lular de les CMMA.

En aquest estudi s’ha demostrat que la integracié és completa a les 20 setmanes entre la
matriu de PLGA colonitzada amb CMMA de cartilag hiali i el teixit ossi. No s’ha estudiat en detall el
tipus d’interconnexié que s’ha generat, perd els resultats d’histologia i RMN fan pensar en una
integracié funcional correcta. Pel que fa al nombre de cél-lules viables que generin la matriu
extracel-lular, es pot afirmar que a les zones centrals de S1 hi ha suficients cél-lules viables i la
matriu que es genera és compatible amb cartilag hiali. En canvi, a les zones perilesionals, a
ambdds costats, existeix un teixit acel-lular, molts cops ocupat per grups de condrocits que sembla

que intentin regenerar la zona, com els mostrats a la figura 4.32.

La innovacié que incorpora aquest estudi, la implantacié del constructes mitjangant
artroscopia, fa desaparéixer quasi per complert els problemes de mort cel-lular derivats
d’operacions quirtrgiques, ja que no s’ha observat cap focus de necrosi en les mostres analitzades
de PLGA amb CMMA. Per ultim, el teixit lesionat que obstaculitza la migracio cellular, en
I'aproximacié que s’ha treballat fins ara, és eliminat i substituit completament per la biomatriu amb
les CMMA, per tant, és aquest nou teixit el que s’ha d’integrar i no dependre de factors externs

com les xarxes denses de col-lagen derivades de processos cronics articulars.

D'aquest estudi es conclou que el tractament amb PLGA i CMMA provinents de cartilag
hiali és viable, segur i genera un teixit compatible amb cartilag hiali a les 12 i 20 setmanes, amb
una osteointegracié del constructe osteocondral completa a les 20 setmanes. Perd també s’han
observat mancances com el teixit acel-lular que envolta la lesio regenerada i la qualitat del teixit
que no arriba a ser completament hiali. Per tant, es proposa en el seglent capitol abordar de
forma sistematica, un assaig preclinic per a la regeneracié de lesions osteocondrals, augmentant
els temps de tractament, el nombre de mostres, les densitats de colonitzacié i el tipus de CMMA, ja

que no esta clar quines son les millors candidates per a la regeneracio6 de cartilag hiali.
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CAPITOL 5

ASSAIG PRECLINIC PER A LA REGENERACIO DE
DEFECTES OSTEOCONDRALS

En aquest capitol del treball, es planteja la realitzacido d’'un estudi experimental més
complert que I'exposat al capitol 4, en animals, seguint la metodologia establerta fins ara, i
ampliant el nombre de variables a estudiar. Es presenten els resultats de I'assaig preclinic que
s’ha realitzat per avaluar la capacitat de regeneracid i reparacié de lesions osteocondrals
mitjangcant una biomatriu de PLGA colonitzada amb CMMA de diferents origens (moll d’os, cartilag,
greix). Les variables que s'afegeixen en aquest experiment sén les diferents fonts cel-lulars de
CMMA i la dosi cellular amb la que es colonitza la matriu de PLGA. L'objectiu final és determinar
I'eficacia i seguretat del tractament objecte d’estudi, que pugui guiar estudis posteriors, i valorar
possibles aspectes a considerar en proves cliniques en humans. Durant aquest capitol s’avalua la
regeneracid del cartilag a nivell histologic, la possibilitat de treballar amb aquesta tecnologia
cel-lular artroscopicament, el seguiment de I'evoluci6 de les lesions mitjangant técniques d’imatge
no invasives i una série de parametres que s'exposen més endavant. Es presenten els resultats

per separat per les diferents propostes terapéutiques que s’estudien.
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5.1.  Assaig preclinic per a 'avaluacié de CMMA de diferents origens colonitzades en

biomatrius de PLGA per a la regeneracio de lesions osteocondrals en model ovi.

D’acord amb la metodologia posada a punt en els capitols anteriors, a la taula 5.1 es

mostra el cronograma per a realitzar I'assaig preclinic per determinar la capacitat de regeneracio

de lesions osteocondrals amb el tractament amb PLGA colonitzat amb diferents fonts cel-lulars de

CMMA. Es defineix com a temps 0 el moment de la creacié de la lesié osteocondral experimental a

regenerar i la implantacié del producte d'assaig o constructe.

Taula 5.1. Cronograma dels procediments basics a realitzar a tots els animals de 'assaig preclinic.

Temps(dies) Procediments
Seleccio6 dels animals.

.60 2-31 Ecografia abdominal.
Estudi radiologic.

230 Extraccié de sang per obtenir plasma per cultiu cel-lular .

14221 Extraccio de teixits: moll d'os, teixit adipos i cartilag articular.

0 Artroscopia per crear la lesio i per implantar el producte d’assaig (constructe).
Hemograma i bioquimica per control sanitari. GRUP 6 MESOS

210
Estudi radiologic, estudi amb ressonancia magnética i analisi del liquid sinovial de
les extremitats. GRUP 6 MESOS

211 Sacrifici de I'animal , necropsia, avaluacié macroscopica dels genolls i pressa de
mostres per a anatomia patologica. GRUP 6 MESOS

280 Hemograma per control sanitari. GRUP 12 MESOS
Hemograma i bioquimica per control sanitari. GRUP 12 MESOS

390
Estudi radiologic, estudi amb ressonancia magnética i analisi del liquid sinovial de
les extremitats. GRUP 12 MESOS

391 Sacrifici de I'animal , necropsia, avaluacié macroscopica dels genolls i pressa de

mostres per a anatomia patologica. GRUP 12 MESOS

En aquest assaig preclinic s'introdueixen canvis, respecte a I'experiment pilot discutit

anteriorment al capitol 4. En primer lloc, la durada de I'experiment per avaluar la regeneraci6 del

cartilag amb la terapia que es vol provar s'augmenta fins a un maxim de 12 mesos, amb un
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sacrifici d’'un grup dels animals als 6 mesos, a diferéncia del pilot on els temps de sacrifici dels
animals eren de 12 i 20 setmanes. Alguns dels motius per augmentar la durada de I'experiment
han estat el temps de degradacié de les matrius in vivo, en el cas del PLGA 4-5 mesos, i
I'avaluacié de la seguretat i I'eficacia a llarg termini, tant a nivell clinic com histopatoldgic. Un cop
implantada la matriu, s’ha de deixar temps per a que maduri la matriu extracel-lular formada de
novo. A la taula 5.2 es troben classificats els diferents animals inclosos en l'assaig preclinic,
respectant la nomenclatura de 'estabulari ja utilitzada en I'estudi pilot. Aquesta nomenclatura no
representa cap problema ja que la discussio dels resultats esta ordenada pels diferents

tractaments que s’han provat en funcio de la font cel-lular.

Taula 5.2. Distribuci6 temporal, a 6 i 12 mesos, de les ovelles a l'assaig preclinic.

6 mesos 12 mesos
F57 F44
F58 F52
F63 F59
F64 F61

El segon dels canvis és I'augment del nombre de lesions experimentals realitzades a cada
genoll. En aquest cas, tal i com es recull a la figura 5.1-A, es realitza una lesié osteocondral al
condil medial, com a I'experiment pilot, i també una lesio al condil lateral, mantenint la tipologia
d’'aquesta i les mides, 3.5mm x 5-6mm (diametre x profunditat) (figura 5.1-B). L’osteointegracio
Optima de les biomatrius de PLGA que s’ha observat en el capitol 4, fa possible la utilitzacio del
condil adjacent, duplicant aixi el nombre de proves que es poden realitzar en un mateix animal.
Alguns autors apunten que aquest fet pot significar una limitacié per a l'avaluacid, malgrat no
trobar diferéncies entre les dues localitzacions. En tot cas, s’han assignat els tractaments a 'atzar
per disminuir el risc de biaix sistematic (Zscharnack et al. 2010). Aixé ha permés introduir un nou
parametre a valorar, en aquest cas la densitat de colonitzacio de les matrius, fixant-se un rang de
densitats entre (5E+06 CMMA/cm3 de PLGA i 25E+06 CMMA/cm3 de PLGA. Tal i com s’ha
comentat anteriorment, 'economia del procés i la utilitzacié dels minims animals possibles, sén
dos dels punts claus en la tria de I'animal model. En aquest cas, reduint el nombre d’animals,
reduim els costos d’estabulaci6 i de I'experiment a la meitat. Aquest canvi també facilitara la
implantacié artroscopica, ja que només s’ha d’obrir un portal d’entrada per I'artroscopi per cada

dos matrius que s'implanten.
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Figura 5.1. Il-lustracié de la lesio experimental realitzada mitjangant artroscopia en els condils femorals. a:
Vista superficial;b: Vista del condil en tall sagital, on s'observa la lesié experimental que es genera
(Erggelet et al. 2008).

La seguretat és un dels punts claus que s’han d’avaluar en un assaig preclinic. En aquest
sentit s'inclouen analisis de seguretat sanitaria animal com hemogrames i bioquimiques de control.
El panell bioquimic que s’analitza en els diferents moments indicats en la taula 5.1, representen els
parametres de major importancia per a 'espécie ovina, alguns dels enzims que s'analitzen es
resumeixen a la taula 5.3, obtenint aixi informacié especifica de les possibles repercussions de la
utilitzacié del candidat a medicament en fase d'investigacio, tant a nivell fisiologic (renal, hepatic i

musculoesqueletic) com hematologic (Milne et al. 2006; Russell et al. 2007).

Taula 5.3. Parametres i funcions que s’han analitzat durant I'assaig preclinic.

Parametres Funcié
Glutamat deshidrogenasa (GLDH) Funci6 hepatica
Glutamiltransferasa (GGT) Funcié hepatica
Creatinina Funcio renal
Urea Funcio renal
Proteines totals Funcié hepatica, hemorragia, inflamacio i neoplasia
Albumina Funcié hepatica
Creatininquinasa (CK) Sistema musculoesquelétic
Calci Sistema musculoesquelétic
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El ventall de fonts cel-lulars emprades s’ha ampliat per provar l'eficacia i la seguretat de
les diferents fonts que s’han aillat i caracteritzat en el capitol 3. A I'experiment pilot del capitol 4
només s'utilitza la font de CMMA provinent de cartilag articular, mentre que ara, s'utilitzen les tres

fonts estudiades al capitol 3: CMMA provinents de moll d'os, teixit adipds i cartilag articular.

En aquest assaig preclinic s’ha modificat I'estrategia de complementacié dels medis de
creixement cel-lular. S’ha utilitzat el sérum autoleg, en substitucié del sérum bovi fetal (FCS) pels
requeriments que es necessiten per a una terapia clinica. Estudis recents han demostrat que els
rendiments de creixement i multipotencialitat de les cél-lules mesenquimals humanes crescudes
amb suplements de sérum autdleg son igual o millors que els obtinguts amb FCS (Stute et al.
2004), tal i com s’ha demostrat al capitol 3. A més es va detectar en proves prévies que no totes
les CMMA de les diferents ovelles es podien aillar i expandir amb el serum FCS.

Figura 5.2. Localitzacions dels diferents punts d'extracci6 en una ovella per a la realitzacio dels
experiments preclinics.
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A la figura 5.2, les fletxes indiquen les zones anatomiques d’on s’extreuen els teixits per al
processament al laboratori: el greix es va obtenir del flanc dret, el cartilag articular de I'articulacio
escapulohumeral dreta (espatlla), el moll d'os de I'estern i la sang per preparar el serum (per al

creixement de les CMMA in vitro) de la vena jugular.

Aixi doncs, amb tots els canvis introduits, I'assaig preclinic que es planteja queda resumit
en la figura 5.3. El temps minim des del moment en el que s’aillen els teixits fins que son

reintroduits en forma de CMMA colonitzades en una biomatriu pot ser entre 24 i 26 dies.

EXTRACCIO
DE TEI}{ITS -
3-4h o 40

MOILL
D'OS

@ + AILLAMENT

IMPLANTACIO 4. B[ CMMA
1-2h g s 24-48h

FELXIT
ADIPOS

CARTILAG
ARTICULAR

COLONITZACIO DE
BIOMATRIU AMB DUES
DENSITATS DIFERENTS

@ 14ht

Figura 5.3. Esquema de I'assaig preclinic per a la regeneracié de defectes osteocondrals, creats
artificialment mitjangant artroscopia, amb CMMA colonitzades en PLGA, implantades al defecte mitjangant

artroscopia.

EXPANSIO
CEL-LULAR

20-22d
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5.1.1. Aillament, expansié i colonitzaci6 de les CMMA

Un cop definides les condicions de I'experiment que defineix 'assaig preclinic s'inicia amb
la seleccidé dels animals. L'equip de veterinaris realitza un cribat inicial amb hemogrames,
bioquimiques i examen clinic per a determinar I'estat de salut dels animals. Els animals amb els
que es treballa son 8 ovelles femelles de la raga ripollesa, d’'uns 2-3 anys, del Servei de Granges i
Camps Experimentals (SGGE) de la Facultat de Veterinaria de la Universitat Autonoma de
Barcelona. Com a examens complementaris es realitza una ecografia abdominal per descartar una
possible gestacié durant el transcurs de I'experiment, i també es visualitzen les articulacions
mitjangant examen radiologic, per obtenir un punt de referéncia inicial que serveixi per determinar

I'evolucio de les estructures articulars durant I'experiment i per descartar anomalies articulars.

El tractament autdleg amb sérum del propi animal, va requerir I'obtencié de serum autoleg
per al creixement de les cél-lules. L'obtencié de la sang era molt laboriosa i complicada, i requeria
la utilitzacié d’'opiacis per a la sedaci6 dels animals. Es varen intentar fer créixer les CMMA amb
medi DMEM sumplementat amb el sérum que es mostra a la figura 5.7, per6 no es van poder fer
créixer cap de les tres fonts cellulars. S’han observat interferéncies en el creixement in vitro de
condrocits humans en pacients medicats amb opiacis (Harrison et al. 2003). En el cas ovi, a la
figura 5.4 es pot observar I'aspecte blanquinés i I'abséncia de la separacio de la fase sérica de la

hematica, fent impossible I'obtencié del sérum per al creixement de les CMMA.

Figura 5.4. Sang processada per obtenir sérum d’una ovella tractada préviament amb opiacis.
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La interferéncia dels opiacis en el creixement que s’ha comentat anteriorment va fer
canviar I'estratégia aixi es va extreure sang, mitjancant agulles de 18G adaptades a bosses
col-lectores de sang (Grifols) sense anticoagulant, amb animals no sedats amb opiacis. Les
bosses de sang es van traslladar al laboratori pel processament i I'obtencié de sérum tal i com
estableix el protocol de l'apartat 7.3.2. Es varen realitzar proves desterilitat amb DMEM
suplementat amb sérum autoleg extret amb bosses i van resultar tots negatius. Llavors es
realitzaren proves de creixement amb aquest sérum, i en aquest cas si van créixer les CMMA. Es
va realitzar un pool seric de tots els obtinguts per obtenir un suplement homogeni per 'expansio de
les linees cel-lulars, ja que, tal i com s’ha demostrat al capitol 3, no totes les linees cel-lular poden
ser expandides amb el seu propi sérum, aixi doncs, fent un pool s'augmenten les possibilitats
d’obtenir una expansié correcta. Un cop establerts els lots de sérum per a cada animal es va

procedir a I'extraccié de teixits tal i com s'indica a 'apartat 7.1.

Les taules 5.4 i 5.6 resumeixen els aspectes més rellevants relatius al cultiu cel-lular. Les
CMMA de cada origen (moll de l'os, cartilag i greix) i de cada animal van ser expandides tal i com
s'indica a l'apartat 7.1. L'experiment esta planificat per a fer només una ressembra, és a dir, les
cel-lules s'aillen, s’expandeixen fins a la densitat indicada en la columna Densitatsi, €s ressembren
a una densitat de sembra 4E+03 CMMA/cm?2, i s’expandeixen fins que arriba el moment de la
colonitzacid. L’expansié cellular es va portar a terme en condicions d’esterilitat i fou comprovada
diariament amb I'observaci6 dels flascons de cultiu al microscopi invertit de contrast de fase. No es

van observar signes de contaminacié bacteriana o de llevats ni fongs en la majoria dels cultius.

Dels 24 cultius primaris, només un va resultar contaminat, tal i com es pot veure a la taula
5.4. Les CMMA provinent del cultiu F63-M no es van poder ressembrar ja que es va detectar una
contaminacié. La deteccié de contaminacions durant els primers dies és de vital importancia, ja
que si es detecta massa tard, s’ha de tornar a establir el cultiu des del principi, tornant a sotmetre
I'animal a una entrada al quirdfan amb sedacié i extraccié de MO de I'estern, sent aquesta Ultima
la principal font de contaminacio per se. Degut a la quantitat de cel-lules que es troben al moll de
l'os, la dificultat per detectar contaminacions visibles en la observacié diaria al microscopi abans
del rentat de les CMN del moll de l'os, és major en comparacié amb els cultius de CMMA
provinents de cartilag articular i greix. Tanmateix, es considera que l'estrategia d’aillament i
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expansid és segura i robusta ja que un 95% dels cultius van mantenir l'esterilitat sense presentar

cap tipus de contaminacio que afectés al creixement cel-lular.

Taula 5.4. Expansié cellular de les CMMA utilitzades per a la realitzacié de I'assaig preclinic. Densitats:
Densitat final a la que van arribar els cultius durant el seu aillament; La columna de sembra es refereix a la
densitat cellular a la que es va ressembrar el cultiu; Densitaty; Densitat final a la que van arribar les cél-lules
durant la segona expansio; Les sigles que acompanyen a la identificacié de I'animal indiquen la font
cel-lular: M: Moll de l'os; C: Cartilag articular; A: Greix (Adipocits).

Animal Densitati (CMMA/cm?) Sembra (CMMA/cm?) Densitats (CMMA/cm?) Duplicacions
F52-C 5.28E+04 4.00E+03 1.85E+04 221
F52-A 1.00E+04 3.80E+03 1.14E+04 1.58
F52-M 5.40E+04 2.50E+03 2.25E+04 317
F57-C 2.07E+04 4.00E+03 1.35E+04 1.75
F57-A 1.09E+04 2.50E+03 1.40E+04 249
F57-M 1.45E+04 4.00E+03 2.60E+04 2.70
F58-C 2.10E+04 4.00E+03 2.44E+04 2.61
F58-A 5.22E+04 4.00E+03 2.00E+04 2.32
F58-M 1.85E+04 4.00E+03 1.40E+04 1.81
F64-C 3.90E+04 4.00E+03 3.65E+04 3.19
F64-A NO EXPANDIDES PER PROBLEMES DE CREIXEMENT

F64-M 2.85E+04 4.00E+03 1.35E+04 1.75
F61-C 2.10E+04 2.50E+03 1.55E+04 2.63
F61-A 5.40E+03 1.80E+03 1.30E+04 2.85
F61-M 3.46E+04 4.00E+03 3.45E+04 3.1
F59-C 2.20E+04 4.00E+03 1.95E+04 2.29
F59-A 1.96E+04 4.00E+03 2.35E+04 255
F59-M 2.33E+04 4.00E+03 9.50E+03 1.25
F63-C 2.70E+04 4.00E+03 2.40E+04 2.58
F63-A 4.38E+04 4.00E+03 1.95E+04 2.29
F63-M 8.00E+03 4.00E+03 8.00E+03 CONTAMINAT
F44-C 8.04E+04 4.00E+03 6.50E+04 4.02
F44-A 2.04E+04 1.70E+03 2.45E+04 3.85
F44-M 2.36E+04 4.00E+03 2.00E+04 2.32
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L’esterilitat €s un punt clau per a la seguretat del producte, ja que aquests constructes de
cel-lules i biomatriu que es presenta en aquest treball com a medicament avancat de medicina
regenerativa, no permeten una esterilitzacio final prévia a la implantacié en el pacient, ja sigui
huma o animal, ja que esta format per un material bioldgic viu i no existeix cap esterilitzacié segura
que mantingui la viabilitat cel-lular. En aquest cas, a diferéncia dels cultius cel-lulars tradicionals,
no es poden utilitzar antibidtics en els medis de cultius, ja que aquests podrien emmascarar una
contaminacié bacteriana procedent del donant, per tant, els medis de cultiu han d’estar formulats
sense antibiotics. El manteniment de l'esterilitat en els cultius i la certificacid de I'esterilitat dels
biomaterials que s’utilitzaran per a la terapia, son aspectes essencials i imprescindibles, per a la
seguretat d’aquesta. Es per aixd que es remarca la necessitat, en el cas de realitzar un assaig
clinic amb humans, d’implantar més mesures de control de la contaminaci6 com test de
Mycoplasma, virus, endotoxines, ja que el risc potencial d’infecci6 per al pacient pot ser superior al

benefici que pot aportar la terapia (Rayment et al. 2010).

De les linees cel-lular expandides, només en un cas no s’han obtingut suficients cél-lules
per a la colonitzacid, la font de CMMA provinent de greix de I'animal F64-A. A la taula 5.5 es pot
veure que no hi ha cap cel-lula fibroblastica que recordi la morfologia de les CMMA en el cas de
F64-A. El cultiu que s’ha realitzat ha estat assumint una densitat maxima de confluéncia de 6E+04
CMMA/cm2, Per assegurar un minim de 6E+06 CMMA de cada font, es van sembrar 600 cm2 de
cada linea cel-lular a una densitat de 4E+03 CMMA/cm2. No a tots els cultius es van poder obtenir
suficients cel-lules en la primera expansio des de l'aillament, per tant, tal i com s’'observa en la
columna de sembra de la taula 5.4, el rang de sembra varia des de 1.7E+03 CMMA/cm?2 fins a
4E+03 CMMA/cm2, En 17 dels 24 cultius, més del 70%, es va poder arribar fins a la quantitat de
cellules necessaria per poder sembrar els 600cm?2 a 4E+03 CMMA/cm2, demostrant la robustesa

del métode d’aillament i expansid.

El rendiment d'obtenci6 de CMMA a la ressembra varia des 5.40E+03 CMMA/cm? fins
8.04E+04 CMMA/cm2, Si s'analitza cada font cel-lular, en el cas del moll de I'os, el rang es troba
entre 8.00E+03 CMMA/cm? i 5.40E+04 CMMA/cm?, per altra banda, en les CMMA de cartilag
articular es troba entre 2.07E+04 CMMA/cm2i 8.04E+04 CMMA/cm2. Per ultim les CMMA de greix
presenten un rang situat entre 5.40E+03 CMMA/cm? i 5.22E+04 CMMA/cm2. Aquests resultats

poden estar relacionats amb el rendiment de CMN per mL de MO en el cas de les CMMA
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provinents de MO, amb la qualitat del teixit, la quantitat o altres aspectes com la qualitat del sérum
i, en Ultima instancia, de les caracteristiques de les cél-lules autblogues. S'observa que el rang que
presenta el minim més elevat sén les CMMA provinents de cartilag articular, fet que es podria
explicar per I'elevat material inicial del que es disposava. En el cas huma, no es podra tenir aquest
avantatge per al cultiu cel-lular, ja que la quantitat de teixit inicial sera menor degut als riscs que
presenta I'extraccié d’'una quantitat excessiva de cartilag articular de qualsevol articulaci6 del cos
huma. El cas del teixit adipos és el que presenta el rang més ampli, amb una diferéncia de 9,6
cops major el valor maxim respecte al minim, fet que es podria explicar per la qualitat de I'extraccid
del teixit o per les caracteristiques intrinseques de les CMMA de cada animal. Les CMMA

provinents de greix no s’havien aillat fins al moment en el model ovi, aixi que la técnica i la

recollida del teixit podria ser millorada.

Figura 5.5. Cultius primaris de cada font de CMMA en el moment previ de la tripsinitzacio per a la seva
colonitzaci6. Moll de l'os: A (F57), B (F58); Cartilag articular: F64 (C), F63 (D); Greix: F61 (E), F64 (F).
Fotografies amb un augment de 100X.
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Totes les cel-lules infiltrades van realitzar entre 1.25 i 4 duplicacions durant el cultiu primari
mes les realitzades préviament a la primera ressembra. Aixi doncs, s'assegura una homogeneitat
en els tractaments per a les diferents ovelles, salvant les diferéncies especifiques de cada animal.
Aquestes diferéncies es poden observar en els diferents graus de confluéncia al que arriben els
cultius cel-lulars (figura 5.5), tots ells expandits amb la mateixa estratégia, el mateix medi i el

mateix suplement del medi de cultiu.

Es pot afirmar que, d'acord amb una estratégia en cultiu de sérum pool, es va aconseguir
escurcar el temps de cultiu, en comparacié amb cultius d'experiments anteriors, a causa del seu
major rendiment en el creixement, arribant a la dosi necessaria en tan sols una ressembra com es
demostra en aquest estudi. Alguns dels elements que poden afectar I'expansio de les CMMA sé6n
els factors de creixement com el fibroblastic (FGF), el transformant beta (TGF-) o el derivat de
plaquetes (PDGF), tots ells present en el sérum en quantitats variables en funci6 de l'individu del
que s'extregui la sang (Ng et al. 2008). A causa de les diferencies entre els animals, o pacients en
el cas huma, una estratégia de preparacié de pools pot ser la idonia per evitar problemes de
creixement, ja que s’homogeneitzaria el sérum i les quantitats de factor de creixement serien
iguals per a totes les cél-lules. Aixi doncs, un animal que no presenti un nivell alt d'algun factor de
creixement en concret, al realitzar el pool, veura compensat aquest déficit i es podran reduir les
diferéncies en les velocitats de creixement de les diferents CMMA que s’expandeixin. Aixd podria
ser la soluci6 per tal d'establir una terapia estandarditzada amb un protocol d’expansio cel-lular

validat per obtenir la qualitat GMP.

Taula 5.7. Resum de I'aillament de CMN.

Animal Volum MO(mL) CMN(totals) Rendiment CMN/mL MO
F52-M 48 5.97E+07 1.24E+06
F57-M 50 4.58E+07 9.15E+05
F58-M 45 2.75E+08 6.11E+06
F64-M 48 1.20E+08 2.50E+06
F61-M 48 1.75E+08 3.65E+06
F59-M 16 2.43E+08 1.52E+07
F63-M 45 1.16E+08 2.57E+06
F44-M 46 1.43E+08 3.11E+06
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Un dels parametres que podria ajudar a estandarditzar els protocols és la relaci6 CMN/mL
de MO amb les CMMA obtingudes finalment. Aixi, sabent el valor de CMN inicials que s’extreuen
en un primer moment de I'estern, es podria calcular la superficie necessaria per obtenir la dosi,
que es necessita per a la terapia. Si a una terapia s’estableixen un numero determinat de cel-lules
per pacient, aquest métode podria ajudar a calcular la superficie minima a sembrar, evitant aixi
que es quedi curta I'expansi6 i s’hagi de tornar a iniciar el procés d’extraccié de MO i cultiu de
CMMA posteriors. A la figura 5.5 es mostren en una grafica els resultats de la taula 5.7 de les
mostres de MO dels 8 animals inclosos a l'assaig preclinic. En primer lloc destaca I'elevat
rendiment d'obtencié de CMN / MO. S’observa un rang des de 9.15+E05 / mL MO fins 1.52+E07 /
ml MO, un ordre de magnitud de diferéncia entre els diferents animals. Aixd remarca la gran
variabilitat interindividual que existeix en quant a I'expansi6 de CMMA provinents de MO. A la
figura 5.5 es mostra en una grafica la relaci6 CMN/mL de MO amb la concentracié6 maxima de
CMMA aconseguida durant I'expansidé, on no s'observa cap tipus de relacié. Tampoc s’ha
aconseguit correlacionar, en aquest experiment, cap parametre bioquimic ni hematologic amb el
rendiment d'obtencié de CMMA, de manera que, no és possible determinar quins animals podrien
ser els adequats per a obtenir la dosi establerta en I'assaig ni calcular la superficie necessaria a
sembrar per a cada animal. No es pot predir a priori la qualitat de la mostra de MO amb cap prova

ni analisi prévia a l'extraccié i expansié de les CMMA ovines.

6e+4

5e+4

4e+4 A

3e+4 -

CMMA/cm?

2e+4 A

le+4 A

0,0 2,0e+t6 4,0et6 6,0e+6 8,0e+6 1,0e+7 1,2e+7 1ld4e+7 1,6e+7
CMN/mL MO

Figura 5.5. Relacié del rendiment d'aillament de CMN de moll d'os (CMMA/cm2) amb la densitat cel-lular
abans de la primera ressembra.
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En el cas huma no existeixen estudis com aquest, aixi que podria existir alguna correlacio
entre la quantitat o la qualitat del MO extret amb les CMMA que s’aconsegueixin. Per tant, podria
afectar el procés productiu de futurs assaigs clinics, per la qual cosa s'haura de tenir en compte en
el moment de planificar quant material de partida permet obtenir la dosi terapéutica. En el cas del
cartilag i el teixit adipds, no es va realitzar cap analisi inicial del rendiment cel-lular per la dificultat
d'aquest. En el cas del cartilag, no es pot distingir les cél-lules al microscopi en la seva disgregacio
inicial i, en el cas del teixit adipds, no es va aconseguir disgregar tot el teixit extret, de manera que
el rendiment calculat seria erroni en relacié al material de partida . Aquest fet denota la dificultat

que pot suposar un cultiu cel-lular d'aquestes caracteristiques.

Un cop expandides totes les linees cel-lulars i amb la informaci6 de les densitats finals, es
van portar a terme les colonitzacions d’acord amb el protocol establert a l'apartat 7.7.1, sense
trobar presencia d’'agregats cel-lulars ni contaminacié durant les 24 hores preimplantacié. Es va
realitzar una ressembra posterior conjuntament amb la colonitzacié per determinar si durant el
procés de colonitzacié s’havia generat alguna contaminacio. En cap cas es van observar signes

visibles de contaminacio bacteriana o flngica.

Taula 5.8. Tractaments aplicat als diferents animals de I'assaig preclinic. Resum de las quantitats de
CMMA colonitzades a les matrius de PLGA. Matrius de PLGA de 4 mm de diametre i 8-10 mm d’algada.

Genoll esquerre Genoll dret
Condil medial/ Condil lateral/ Condil medial/ Condil lateral/
Ovella CMMA colonitzades | CMMA colonitzades | CMMA colonitzades | CMMA colonitzades
CMMA Adipocits CMMA Condrocits CMMA Moll d'os CMMA Moll d'os
F57 4.50 E+06 3.96 E+06 3.18 E+06 4.86 E+06
» CMMA Condrocits CMMA Moll d'os CMMA Adipocits CMMA Condrocits
F63 2 1.34 E+06 1.35 E+06 0.98 E+06 0.93 E+06
= CMMA Moll d'os Lesid sense CMMA Adipocits CMMA Condrocits
F58 © 1.35 E+06 tractament 3.54 E+06 3.90 E+06
CMMA Condrocits CMMA Moll d'os PLGA PLGA
F64 2.40 E+06 4,98 E+06
CMMA Adipocits Lesio sense CMMA Condrocits CMMA Moll d'os
F52 1.01 E+06 tractament 4.20 E+06 3.24 E+06
b4 CMMA Moll d'os CMMA Condrocits CMMA Condrocits CMMA Adipocits
F61 @ 4.92 E+06 0.74 E+06 1.14 E+06 1.07 E+06
= CMMA Moll d'os Lesid sense CMMA Adipocits CMMA Condrocits
F59 & 1.40 E+06 tractament 2.58 E+06 3.72 E+06
CMMA Condrocits CMMA Moll d'os PLGA PLGA
F44 1.14 E+06 4,92 E+06
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Es classifiquen les mostres en funcidé de les colonitzacions i la densitat cel-lular que
presenten les matrius. Aquells condils amb més de 1.5 E+06 CMMA sén considerats d'alta densitat
de colonitzacio, i aquells per sota d'aquesta xifra son de baixa densitat. A la taula 5.8 es mostra la
distribucio dels tractaments per animals i la quantitat de CMMA colonitzades en cada constructe
implantat. Els cultius de baixa densitat mostren un rang de colonitzacié entre 1.01 E+06 CMMA i
1.35 E+06 CMMA. En canvi els cultius d'alta densitat mostren un rang més ampli, entre 2.40 E+06
CMMA i 4,92 E+06 CMMA. Tot i tenir aixd en compte, els cultius d'alta densitat, dupliquen o
tripliquen la densitat baixa, aixi es poden establir diferéncies amb un llindar establert en 1.50E+06

CMMA per diferenciar els cultius d'alta i baixa densitat.

5.1.2. Analisi de resultats macroscopics, histologics i de diagnéstic per imatge.

Els estudis preclinics per a les noves terapies de reparacié i regeneracio del cartilag han
aplicat amb exit sistemes de gradacié histologics estructurals per avaluar els efectes del
tractament (Murphy et al. 2003). Aquestes avaluacions han de ser realitzades per professionals
capacitats i en mode d’estudi cec, és a dir, sense coneixement en el moment de I'avaluacié dels

tractaments aplicats a cada animal.

Els criteris de valoracid6 més importants son els valors macroscopics i histologics, perd
poden ser complementats i validats amb técniques de diagnostic per imatge no invasives, com per
exemple la ressonancia magnética, que permeten realitzar un seguiment de 'evolucié durant el
temps que duri el tractament i predir els resultats funcionals. El teixit en reparacio i regeneracio,
sovint, és heterogeni, pel que és de gran importancia per a la recerca la utilitzacié de métodes que
redueixin al minim el biaix, en la mesura del possible, mitjangant un analisi planificat anteriorment

dels métodes de mostreig imparcial.

L'estandarditzacié de la recollida de mostres histologiques, el tractament de les dades i
l'avaluacid quantitativa és clau per desenvolupar millors métodes d'analisi que, en un futur,
possiblement proporcionen eines de pronostic per avaluar els resultats de la reparacié del cartilag
mitjancant algoritmes encaminats al tractament de les lesions osteocondrals. Malgrat tot els
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avengos, a l'actualitat no hi ha substitut adequat per a les avaluacions histologiques que confirmin

la qualitat del teixit i el caracter cartilaginos de la regeneracié (Hoemann et al. 2011).

En aquest treball, a nivell macroscopic s'avaluen els possibles efectes sobre I'organisme
amb una necropsia portada a terme per especialistes anatomopatolegs de la facultat de veterinaria
de la UAB. La valoraci6 de la regeneracio del cartilag, a nivell macroscopic també, s’ha efectuat
per part de traumatolegs especialistes en lesions osteocondrals, mitjangant una artrotomia de les
articulacions i s’ha realitzat I'estudi seguint els criteris Oswestry, tal i com recomana la
Internacional Cartilage Repair Society (ICRS) (Mithoefer et al. 2011). Per avaluar el grau de
reparacio del cartilag articular a nivell histologic, els anatomopatolegs veterinaris han utilitzat el
sistema de gradacio recomanat per la ICRS (Mainil-Varlet et al. 2003). A I'apartat de materials i
metodes 7.8.1 es descriu tant el sistema de gradacié macroscopic com histologic, amb les taules
d’avaluacié corresponents (taula 7.10 i 7.12). En I'exposicié dels resultats, els valors que es
resumeixen a les taules corresponen als resultats que es troben a l'annex del capitol 8. Els
comentaris sobre les imatges de RMN han estat realitzats per un dels experts en interpretacié de

ressonancia magnética veterinaria del hospital clinic veterinari de la UAB.

La necropsia realitzada pels anatomopatolegs apunta 'aparicid a nivell macroscopic, en
tres dels animals (F44, F52, F59), d'una limfadenopatia lleu mesentérica, poplitia i inguinal
superficial. Aquesta troballa pot ser interpretada dintre de la normalitat en el curs clinic de I'animal.
No es van observar altres lesions macroscopiques en els organs interns dels animals. Una vegada
obertes les articulacions femorotibials per a la seva avaluacio, no es van observar alteracions
significatives en la capsula, sindvia i d'altres estructures associades a larticulacié (tendons i

ligaments).

A nivell microscopic tots els animals presentaven els linfonodes poplitis profunds amb una
quantitat variable de macrofags en forma aillada o formant acumulacions al paracortex i al cortex
interfol-licular, o també macrofags vacuolitzats en els centres germinals dels fol-licles. En canvi, no
es van observar arees o focus de cel-lules foranies al linfonode La resta d'drgans en totes les
ovelles presentaven caracteristiques normals. En cap de les ovelles es van observar lesions en els
organs que puguin derivar aparentment del tractament administrat en els condils femorals, indicant

que la terapia no presenta cap tipus de toxicitat en el tractament de llarga durada.
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Figura 5.6. Esquema de les zones divisories virtuals en les que s’ha dividit el cartilag per a realitzar la
descripcid histologica. S:Zona superficial; D:Zona profunda. La numeraci6 correspon a la zona de la lesi6
(1), adjacents (2) o profundes (3).

Els resultats es presenten ordenats en base als tractaments aplicats a cada defecte
osteocondral. En cada cas s'analitza I'aspecte macroscopic, la histologia i la imatge que presenta
en la RMN, i es presenten per a cada animal i per a cadascuna de les articulacions femorotibial,
descrivint el cartilag articular del condil medial i lateral per separat ja que el tractament administrat
va ser diferent. Pel que fa a la descripcié histologica per zones, s'utilitza la mateixa metodologia
que s’ha utilitzat al capitol 4 en l'experiment pilot (figura 5.6.). Degut a la gran quantitat
d’informacio, en la descripcid dels resultats només es mostren les imatges més representatives
obtingudes durant I'analisi de les mostres de teixit i de les imatges tant macroscopiques com de
ressonancia magnetica nuclear. A I'annex | del capitol 8 es troben recollides les puntuacions
especifiques de cada valoracié amb les que s’ha fet I'avaluacié histoldgica i macroscopica d'aquest

assaig preclinic.

5.1.2.1. Grup de lesié osteocondral control sense tractament.

En aquest grup experimental s’han analitzat tres condils, un d’ells corresponent a 6 mesos
i dos a 12 mesos. Tal i com s’ha comentat anteriorment, el grup control en un experiment de
regeneracio de teixit és clau per mostrar les diferéncies existents entre I'aplicacié de qualsevol
tractament i la lesié sense tractar. Aixi doncs, en aquest assaig preclinic s'utilitzen les mateixes
caracteristiques de la lesio del experiment pilot, perd a uns temps diferents, en aquest cas els

animals seran avaluats a 6 i 12 mesos.
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La figura 5.7 recull els resultats més representatius de les mostres amb lesié control sense
tractament. Aquests mostren una zona de la lesié6 S1 que esta deprimida i la seva superficie és
irregular. EI marge dret presenta una fissura que arriba fins a I'os subcondral, provocant que la
integracié no sigui totalment completa. A les zones superficials i mitjanes els condrdcits son
aplanats, mentre que en la porci6 profunda els condrocits es disposen en columnes. S'observa
una amplia zona de la superficie articular que s’ha reparat en forma de fibrocartilag i presenta
alguns focus de vascularitzacié (figura 5.7-E). Els proteoglicans es limiten a I'espai territorial dels
condrocits columnars i no es troben a la superficie (figura 5.7-F), fins a un contingut similar al que
presenta el cartilag normal adjacent. El col-lagen Il (figura 5.7-G) es concentra en major quantitat
en la zona mitja de la superficie articular i més feble en la porci6 profunda. El fet de tenir totes les

lesions sense tractament situades en un CLE és degut a I'atzar, disminuint aixi el biaix sistematic

en el disseny de I'experiment.
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Figura 5.7. Resultats corresponents als condils amb lesi6 sense tractament als 6 (F58) i 12 (F59 i F52)
mesos (lesié control) post-implantacid. A-D: Imatge de RMN (A-F58 CLE; C-F59 CLE) i imatge
macroscopica (B-F58 CLE; D-F59 CLE) (encerclat en groc la zona de la lesi¢); E-G: Imatges d'histologia
corresponents a Hematoxilina-Eosina (F52 CLE), Safranina O (F52 CLE) i immunohistoquimica per a
col-lagen tipus Il (F59 CLE) respectivament. Amb una fletxa negra és marca la zona vascularitzada en la
imatge E. Barra d’escala: E: 100um; F: 200um; G: 500um.
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A l'avaluacié macroscopica s'observen resultats dispars, amb una lesié (figura 5.7-B) que
mostra un bon recobriment en la superficie de cartilag regenerat, amb aspecte deprimit, no
anivellat amb el cartilag adjacent, perd normocolorat, i una lesié (figura 5.7-D) que no es troba

anivellada, presenta fissures i molta incongruéncia que pot donar inestabilitat articular.

L’analisi de les imatges de RMN (figura 5.7-A) mostra discrets signes d'edema ossi
associat i les seves dimensions coincideixen amb la mida aproximada de la matriu implantada. En
un altre animal (figura 5.7-C) s'observa una lesi6 de morfologia esférica localitzada en I'aspecte
caudomedial del condil femoral lateral, que globalment presenta senyal hiperintensa central i
hipointensa periferica en totes les potenciacions. No s'observa edema ossi perilesional. Aquestes
lesions tipus quistiques que s'observa a la RMN sén tipiques de les lesions osteocondrals, que
dintre dels seu procés de reparacio tissular acostumen a formar aquesta mena de quist subcondral
(Jackson et al. 2001).

Els resultats de les diferents valoracions efectuades es troben resumides a la taula 5.9, on
es pot observar que la mitjana de la valoraci6 histologica per a les lesions control a 12 mesos és
de 10.5£3.5/18 i I'inic cas a 6 mesos puntua 12/18. Aixi histologicament es consideraria les
lesions de grau |, és a dir, quasi normals. En el primer cas (F52CLE) destaca la puntuacié de la
valoracid macroscopica, que sembla totalment regenerat, en canvi la histologia denota una
depressié del cartilag, en linia amb els resultats obtinguts a I'experiment pilot amb les lesions
control. Encara que presentin una bona aparenca histologica, el gruix del cartilag no és I'adequat i
aixo pot generar una incongruéncia que amb el temps pot acabar tornar a degenerar el cartilag i

evolucionar cap a malalties com l'osteoartritis (OA).

A les diferents peces s'observa I'os esponjos engrossit, envaint el cartilag hiali i reduint el
seu gruix. Aquest fet hi és present en altres treballs, Erggelet i col-laboradors van estudiar la
regeneracié de lesions osteocondrals combinant la tecnica de microfractura amb la utilitzacié de
biomatrius com a suport estructural per a la regeneracié del cartilag (Erggelet et al. 2007) i els
grups control evidencien una disminucié en el gruix del cartilag, una depressio a la superficie i la
manca de formacié de cartilag hiali. En les peces que s’han analitzat, la valoracié global és que

s’ha format majoritariament un cartilag hiali en gran part de la lesié generada, perd amb un gruix
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inferior al cartilag adjacent, o per altra banda s’ha reparat amb teixit fibrocartilaginés (F52CLE). A
nivell macroscopic, als 6 mesos només es disposa d’una pega que es valora en 5.33, en canvi als
6 mesos la valoracié augmenta un 31% fins a 7 sobre 10. Aquest augment és degut a la valoraci6
amb puntuaci6 maxima de F52CLE, on s’ha de suposar que s’ha donat una regeneraci6
espontania. Si es realitza una analisi percentual de les diferents valoracions, en els resultats
macroscopics als 6 mesos, s'obté un 53% de la puntuacié6 maxima, i en el cas dels analisis
histologics, el tant per cent és similar (66.7%), en canvi als 12 mesos la valoracié macroscopica

arriba fins al 70% i al 58.5% en la histologica.

Taula 5.9. Resultats corresponents a condils amb lesio control sense tractament. Avaluacié de la
membrana sinovial, de I'aspecte macroscopic i de les caracteristiques microscopiques.

Macroscopica Histologica Safranina 0 Col-lagen Membrana

tipus Il sinovial

Mostres avaluades als 6 mesos

F58 CLE 5.33£0.40/10 12/18 2/4 214 0/4

Mostres avaluades als 12 mesos

F52 CLE 10/10 13/18 1/4 4/4 0/4

F59 CLE 4/10 8/18 4/4 2/4 0/4

Els resultats globals d’aquest subgrup d’estudi difereixen significativament amb els
resultats que s’ha observat a I'experiment pilot del capitol 4 i la bibliografia consultada amb
experiments similars en ovelles (Guo et al. 2004). Malgrat no rebre cap tractament, el fet de
generar una lesio osteocondral ja s'assembla al tractament de microfractura, ja que les lesions van
sagnar i el teixit que s’ha generat pot haver esdevingut una consequéncia de I'exposicié del moll
de 'os on es troben progenitors mesenquimals que tenen la capacitat per regenerar el cartilag
hiali. Existeix una relacid entre I'edat de I'animal i la capacitat de regeneracié espontania del
cartilag, on quan més jove més capacitat de regeneracio presenta I'animal (Wei et al. 1997), pero
es descarta la hipotesi de 'edat que podria explicar la reparacidé espontania que s’ha donat en
aquest grup, ja que les ovelles eren totes femelles de més de 3 anys en el moment de comengar
I'experiment i les radiografies mostren els cartilags de creixement tancats. Cal remarcar també el
nombre de peces estudiades, només una a 6 mesos i dues a 12 mesos, comparat amb les 4 0 5

peces per grup temporal i subgrup temporal que s’exposen a continuacio.
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5.1.2.2. Grup de lesié osteocondral tractat amb biomatriu PLGA sense CMMA.

En altres especies animals, conill (Solchaga et al. 2005), porc (Jiang et al. 2007) i ovella
(Erggelet et al. 2007), s’han provat matrius lliures de cél-lules per tractar de regenerar lesions
osteocondrals, pero els resultats no son tan esperangadors com les tecniques que combinen la
utilitzaci6 de CMMA vehiculitzades per les biomatrius. En el cas del polimer que s’estudia en
aquest cas, el PLGA, s’ha demostrat en el capitol anterior que pot induir una certa diferenciacio del
teixit cap a cartilag hiali, aixi doncs, en aquest cas, en el assaig preclinic s’estudia també I'efecte
de l'implantacié de PLGA en lesions osteocondrals creades artificialment per analitzar la possible

regeneracio del cartilag hiali.

Com s’ha comentat anteriorment, només es disposa de dues peces per I'estudi del PLGA
sense CMMA per a la regeneracié de defectes osteocondrals, i ambdds a temps 12 mesos, ja que
l'ovella F64 va morir per una pneumonia durant I'experiment, no podent-se analitzar les peces de
PLGA en animals sacrificats a 6 mesos. Aixi doncs I'inic animal del que es disposen dades és el
numero F44. Els resultats (figura 5.8) mostren una lesié en la zona S1 alineada amb el cartilag
articular normal adjacent, encara que amb lleugeres irregularitats, format per cartilag hiali i
condrocits individuals desorganitzats, i en arees més profundes per una matriu més fibrosa. La
integracié del cartilag articular en els territoris S1 i S2, I'os subcondral es mostra irregular. En D1
I'os subcondral presenta restes de cartilag calcificat, i alguns dels espais de I'os esponjés ocupats
per teixit conjuntiu lax. El contingut en proteoglicans i col-lagen Il és similar al cartilag sa en un cas

(figura 5.8-E) pero escas en I'altra mostra (figura 5.8-F).

A la valoracié macroscopica s'obté una puntuaci6 entre 2/10 i 6/10, ja que la lesié no es
troba anivellada (figura 5.8-A), amb depressions profundes o amb fissures dintre de la zona

regenerada (figura 5.8-D).

Les imatges de RMN (figura 5.8 A i C) mostren una lesié d’'una mida major que la lesié i
amb una irregularitat més marcada de I'os subcondral encara que no es visualitzen fragments

despresos del cartilag.
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Figura 5.8. Resultats corresponents als condils tractats amb PLGA sense CMMA, als 12 mesos post-
implantacié. A-D: Imatge de RMN (A-F44 CMD; C-F44 CLD) i imatge macroscopica (B-F44 CMD; D-F44
CLD) (encerclat en groc la zona de la lesid); E-G: Imatges d’histologia corresponents a Safranina O (E-F44
CMD) i immunohistoquimica per a col-lagen tipus Il (F-F44 CMD; G-F44 CLD) respectivament. Barra
d'escala: E: 1000um; F:1000um; G: 500um.

Al no disposar de resultats a 6 mesos sobre la utilitzacié de PLGA per la regeneraci6 de
defectes osteocondrals, no es pot fer un analisis temporal d’aquest. Partint de la base del resultats
obtinguts a I'experiment pilot del capitol 4 on als 5 mesos s'observava una matriu reabsorbida i
osteointegrada, es confirmen aquestes dades a 12 mesos, on no es troben traces del PLGA i
l'osteointegracié d’aquest es correcta. S'observa en els dos casos regeneracio de 'os subcondral.
Aixi doncs, el producte que s'esta utilitzant es segur i no genera cap tipus de rebuig ni reaccié
adversa en l'organisme a llarg termini (12 mesos). Encara que les puntuacions globals de la
valoracié histologica (taula 5.10) sén inferiors al grup control, 7.5+0.7 front a 10.5£3.5, a la
valoraci6 punt per punt, el tractament amb PLGA genera una matriu hialina en els dos casos, un
o0s subcondral regenerat i una viabilitat cellular excel-lent, a diferéncia dels resultats control, on
dos d’ells no generen matriu hialina perd si tenen una superficie regular, llisa i continua, fet que

compensa la puntuacio6 global i fins i tot la fa superior al del grup tractat amb PLGA. S'ha de tenir
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en compte la valoracio global com idea de regeneracié del conjunt del teixit, perd aquets matisos
son importants per la valoracié d'un tractament que intenta regenerar cartilag hiali. A nivell
macroscopic les dues peces presenten fissures parcial a la superficie i no es troben anivellats amb
el cartilag adjacent, amb una mitjana de valoraci6 de 4£2.8 sobre 10 que és la puntuacié maxima.
Si es realitza una analisi percentual de les diferents valoracions, en els resultats macroscopics
s'obté un 40% de la puntuaci6 maxima, i en el cas dels histologics el tant per cent és similar
(41.7%).

Taula 5.10. Resultats corresponents als condils tractats amb biomatriu PLGA sense CMMA als 12 mesos.
Avaluaci6 de la membrana sinovial, de 'aspecte macroscopic i de les caracteristiques microscopiques.

Macroscopica Histologica Safranina 0 Col-lagen tipus Il | Membrana sinovial

Mostres avaluades als 12 mesos

F44 CLD 6/10 8/18 1/4 4/4 0/4

F44 CMD 2110 718 4/4 4/4 0/4

A Tligual que a I'experiment pilot, els condils tractats amb PLGA sense CMMA presenten
cellules que durant el procés de regeneracio s’han diferenciat cap a diferents llinatges, ja que a
les bidpsies s’observen condrocits, grups de condrocits i ostedcits. L'origen d’aquestes cél-lules és
incert, ja que podrien provenir del moll d'os, de la membrana sinovial o del greix present a
larticulacié ovina. Aquests progenitors sén els que han participat en la regeneracio6 i confirmen la
importancia que té el microambient generat per el ninxol en la regeneracié de lesions
osteocondrals (Koga et al. 2007). L'estratégia d'utilitzacié de biomatrius sense CMMA presenta
certs avantatges, com els legals, evitant gran quantitats d’experimentacid prévia de colonitzacio |
caracteritzacio del constructes i les normatives que apliquen als productes derivats de component
biologic cellular, a més a més d'evitar problemes de rebuig immunologic, contaminacions
bioldgiques o reaccions adverses al producte cel-lular. Malgrat no aconseguir un cartilag regenerat
completament, s'esta realitzant molta recerca en el disseny de biopolimers per a la regeneraci6 de
cartilag, com el disseny mitjancant el rapid-prototyping que es presenta com una tecnologia que
fabrica matrius construides capa per capa i es poden modificar, a la carta, parametres com la
mida, la forma, perd encara no es controla perfectament la porositat ni I'elasticitat (Bartolo et al.
2009). El desenvolupament d’aquestes técniques sera clau en la personalitzacié de les terapies

basades en biopolimers i biopolimers amb CMMA.
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5.1.2.3. Grup de lesié osteocondral amb PLGA colonitzat de CMMA provinents de cartilag

articular.

Aquest és el primer dels subgrups d’estudi de 'assaig preclinic en el que s'estudia la
regeneracié de defectes osteocondrals mitjangant CMMA colonitzades en biomatrius de PLGA. Al
capitol 1 ja s’ha comentat extensament la recerca portada a terme durant els ultims anys en
aquest camp. A continuacié s’analitzen els resultats, a 6 i 12 mesos, de les dues densitats

cel-lulars amb les que s’ha tractat els defectes osteocondrals artificials.

Es disposa de 9 peces en total en aquest subgrup d’estudi, amb 4 peces a temps 6 mesos
i 5 més a 12 mesos. A la figura 5.9 es presenten els resultats dels animals tractats amb CMMA
provinents de cartilag articular i eutanasiats als 6 mesos. Aquests mostren una lesi6 en la zona S1
amb una lleugera depressidé o anivellat amb el cartilag adjacent. Les cél-lules s’organitzen de
manera diferent en funcié de la posicio, a la superficie hi ha cél-lules aplanades d'aspecte poc
viable, i a la zona profunda hi ha cél-lules d'aspecte fibrocartilaginds disposades sense cap tipus
d’organitzacio. En els marges d'integraci6 de S1, la matriu a la zona perilesional S2 (figura 5.9-H)
hialina amb condrocits agrupats i poc organitzats. En dues mostres s’observa que el contingut en
proteoglicans no es correspon amb les zones en amb més expressid de col-lagen Il (figura 5.9- E-
F).

Una altra caracteristica és el contingut en proteoglicans i col-lagen Il en S1i S2, similar al
cartilag normal adjacent, encara que en la zona d'integraci6 entre S1i D1 el contingut és gairebé
nul (figura 5.9-H). En aquestes zones perilesionals de S1 i D1 s'observen grups de condrocits
agrupats en clusters que sembla que estiguin migrant cap a la zona lesionada. En zones
profundes de D3 (figura 5.9-G) hi ha zones d'os esponjds que presenten focus de metaplasia
condroide, teixit conjuntiu lax i matriu mixoide que indiquen una alta activitat cel-lular d’aquesta
zona. També s'observa a l'os esponjds, en la zona D3, diverses cavitats quistiques (figura 5.9-1)
buides de contingut i amplis focus de fibrosi. Aquesta formacié de quist intraossi es pot observar
en els canvis progressius que ocorren a I'os subcondral després d’'una lesié osteocondral profunda

com la que s’ha realitzat en aquest cas (Simon et al. 2009).
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Flgura 5 9. Resultats corresponents als condils tractats amb PLGA coIonltzada amb CMMA provments de
cartilag articular, als 6 mesos post-implantacié. A-D: Imatge de RMN (A-F63 CLD) i imatge macroscopica
(B- F63 CLD; C-F63 CME; D-F57 CLE) (encerclat en groc la zona de la lesid); E-G: Imatges d’histologia
corresponents a Safranina O (E- F63 CME; H-I: F57 CLE) i immunohistoquimica per a col-lagen tipus II (F-
G: F63 CME; J-F58 CLD). Barra d'escala: E: 500um; F: 1000um; G: 200um; H: 500um; I: 200um; J:
1000pm.

La valoracié macroscopica presenta un interval que va des de 3,33/10 fins a 9,33/10. Hi ha
lesions que s’han reparat i es troben anivellades i normocolorejades (figura 5.9-B), i d'altres
presenten grans depressions concaves amb una coloracio diferent al cartilag adjacent (figura 5.12-
D). En termes de reparacid, es pot observar una reparacié incompleta amb superficies que
presenten fissures importants i una coloracié menys brillant (figura 5.9-C). Les imatges de RMN
mostren un lesié subcondral de morfologia, entre d’altres, com la triangular (figura 5.9-A), en forma
de falca o cdncava, perd sempre amb un aspecte esclerotic amb edema ossi minim, associat
evidenciat per hipersenyal STIR. Aquestes senyals de ressonancia son compatibles amb la lesid

objecte d’estudi, una matriu implantada sense edema ossi associat i reaccid esclerotica 0ssia
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associada. No s'observen indicis d’'embassament sinovial, el que fa pressuposar una correcta

adheréncia del implant

Y B -
Figura 5.10. Resultats corresponents als condils tractats amb PLGA colonitzada amb CMMA provinents de
cartilag articular, als 12 mesos post-implantancié. A-D: Imatge de RMN (A-F61 CLE) i imatge macroscopica
(B- F61 CMD; C-F59 CLD; D-F52 CMD) (encerclat en groc la zona de la lesié); E-G: Imatges d'histologia
corresponents a Hematoxilina-Eosina (E- F61 CLE), Safranina O (F-F61 CLE; H-F52 CMD; G- F59 CLD) i
immunohistoquimica per a col-lagen tipus Il (I- F52 CMD; J-F61 CMD). Barra d’escala;: E: 1000um; F:
500um; G: 1000um; H: 500um; I: 500um; J: 1000um.

En el cas dels animals sacrificats als 12 mesos si s'observa una zona S1 de la lesio més
uniforme i anivellada en la majoria dels casos (figura 5.10-E). Les zones S1i S2 estan formades

en la majoria dels casos per cartilag hiali, amb condrocits disposat en columnes en la zona
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profunda de S1, i més agrupats en la porcié mitjana i superficial (figura 5.13-F). L'os subcondral en
D1 i D2 presenta un aspecte similar que el normal en S3, evidenciant una regeneracié 0ssia
completa. La zona perilesional (S2) presenta una matriu hialina i predominen els grups grans amb
condrocits que prenen una orientacié dirigida cap al centre de la lesid, on és possible que migrin
per facilitar la regeneracio. En alguns casos (figura 5.10-F i G) el contingut en proteoglicans és
escas a la zona superficial de S1, que coincideixen amb zones d’escassa cellularitat, i mes
nombrdés a la zona on els condrocits estan disposats en columnes. En canvi, el col-lagen I
presenta un patr6 de distribucié semblant al cartilag articular normal adjacent en la majoria dels
casos (figura 5.10-1 i J). El territori profund D1 presenta una expansié de S1 en alguns casos
(figura 5.10-J) amb un focus de cartilag hiali i diverses trabéecules de cartilag calcificat en I'os

subcondral, per tant la linia de marea desapareix en aquesta zona, aixi com el cartilag calcificat.

Amb aquest tractament s’aconsegueixen reparacions practicament complertes del teixit
cartilaginds en alguns animals, amb valoracions de 10/10 en dos casos (figura 5.10. B i D), amb el
cartilag anivellat amb la superficie no lesionada adjacent i amb normocoloraci6. En els casos de
no estar anivellat i presentar fissures importants (figura 5.10-C), la puntuacio baixa fins a 4-6/10. A
la RMN (figura 5.10-A) s'observa una lesié de morfologia rectangular en pla sagital d’aspecte
tunelitzat i que globalment presenta hipersenyal central i hiposenyal periférica en totes les
potenciacions que podria correspondre a lesié objecte d'estudi i esclerosi periférica. En la resta
d’'imatges no s'observa edema ossi perilesional ni s’aprecia irregularitat suggestiva de lesié condral
significativa, amb una morfologia irregular que presenten una senyal heterogénia en T1 i

hiposenyal en T2, compatibles amb lesions osteocondrals parcialment regenerades.

A la taula 5.11 es mostren resumits els resultats de les diferents valoracions que s’han
realitzat per avaluar la regeneracié del defecte osteocondral mitjangant PLGA amb CMMA
provinents de cartilag articular. Pel que fa a la valoracié macroscopica, s'obtenen unes mitjanes de
7.1£2.6 per als condils avaluats als 6 mesos i 7.5+3,0 per als avaluats als 12. Si es compara amb
els controls i el tractament amb PLGA sense CMMA, el tractament amb PLGA colonitzat de CMMA
provinents de cartilag hiali resulta, segons la valoracié macroscopica, superior en els dos casos i
en els diferents temps analitzats. En les mostres analitzades a 6 mesos, aquesta valoraci6 també
és superior a la obtinguda amb les CMMA provinents de teixit adipds (3.7£2.9), i les CMMA
provinents de moll d'os (3.9+3.2). En canvi, als 12 mesos, la valoracié és lleugerament inferior al
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tractament amb CMMA provinent de moll d'os (7.7+2.5), perd superior a les provinents de teixit
adipés (5.5£3.1). A nivell d’expressio de proteines basiques per a la regeneracio hialina, el
contingut en col-lagen Il és superior als 12 mesos i a nivell individual, les mostres que presenten
una expressio excel-lent amb una puntuacié maxima sén les biomatrius que es van colonitzar amb
alta densitat (F58CLD,F52CMD). La tinci6 de Safranina O mostra indirectament la composicio de
la matriu extracel-lular i indica la quantitat de proteoglicans que s’han sintetitzat, on s’observa el
mateix comportament, els animals que obtenen la maxima puntuaci6 son els mateixos que en el
cas del col-lagen Il (F58CLD,F52CMD).

Si es realitza una analisi percentual de les diferents valoracions, en els resultats
macroscopics als 6 mesos, s'obté un 71% de la puntuacié maxima, i en el cas dels histologics, el
tant per cent és es molt inferior, amb una disminucié fins al 37.8%. En canvi, als 12 mesos la
valoracié macroscopica disminueix minimament respecte als 6 mesos fins al 68%, i al 50% en la
histologica. Les diferéncies entre la valoracié macroscopica i la histologica, notablement diferents
als 6 mesos, amb una diferéncia absoluta d’'un 33.2%, denoten una falta de correlacié entre

ambdues.

Taula 5.11. Resultats corresponents als condils tractats amb PLGA colonitzada amb CMMA provinents de
cartilag articular. Avaluacié de la membrana sinovial, de I'aspecte macroscopic i de les caracteristiques
microscopiques.

Mostres avaluades als 6 mesos

F63 CLD 0.93E+06 CMMA 9.330,00/110 4/18 2/4 1/4 0/4
F63 CME 1.34E+06 CMMA | 7.33%0,04/10 8/18 34 1/4 0/4
F57 CLE 3.96E+06 CMMA 8.3310,40/10 4/18 2/4 3/4 0/4
F58 CLD 3.90E+06 CMMA 3.3310,40/110 1118 34 4/4 0/4

Mostres avaluades als 12 mesos

F61 CLE 0.74E+06 CMMA 10/10 11/18 2/4 2/4 0/4
F61 CMD 1.40E+06 CMMA 10/10 718 2/4 3/4 0/4
F59 CLD 3.72E+06 CMMA 4/10 918 2/4 3/4 0/4
F52 CMD 4.20E+06 CMMA 6/10 10/18 4/4 4/4 0/4
F44 CLE 3.96E+06 CMMA 4/10 8/18 4/4 2/4 0/4

Macroscopica Histologica | Safranina0 | Col-lagentipus|l | Membrana sinovial
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Durant els ultims anys s’han investigat noves estratégies per millorar les teécniques de
TAC, intentant disminuir els efectes secundaris i els resultats indesitjats com la hipertrofia condral,
la pérdua dels fragments de periosti o la generacio d'un fibrocartilag en comptes de cartilag hiali.
En aquest estudi, el primer avantatge que s’obté amb l'estrategia utilitzada és la disminucié de les
complicacions secundaries derivades de la realitzacié d'una artrotomia per a I'implantacio dels
tractaments. En el cas del TAC es realitza una artrotomia, perd en aquest assaig preclinic s’ha
desenvolupat tota la tecnologia de biomatrius pensant amb la seva utilitzacio i implantacio de
forma artroscopica, disminuint en un 26% les complicacions secundaries als tractaments
convencionals de TAC (Erggelet et al. 2003). S’ha demostrat que la técnica d’artroscopia redueix
el dolor postoperatori i disminueix els temps de recuperacié dels pacients en comparacié a el TAC
(Kon et al. 2009). En general I'artroscopia presenta avantatges com la reduccié de la morbiditat
postoperatoria, les incisions son petites amb una menor resposta inflamatoria, redueix les

complicacions secundaries i els costos hospitalaris.

A la practica totalitat dels animals s’observa una correcta implantacio i reabsorcié total de
les biomatrius de PLGA, tant a les imatges histologiques com a les ressonancies efectuades per a
lavaluacio. Malgrat que la linea de marea en molts casos desapareix o és irregular, cap mostra
presenta el cartilag regenerat separat de 'os regenerat, indicant que la uni6 entre les dues fases
ha resistit les immediates carregues a les que van ser sotmesos els animals, ja que hores després
de la cirurgia els animals tenien llibertat de moviment perqué no es va considerar la immobilitzacid
inicial per a la consolidacié de la implantacié de la matriu. Aquesta és una dada clinica important
perque el moviment i la carrega de les articulacions tractades pot promoure la regeneracio i

reparacio del cartilag afectat (Chiang et al. 2010).

5.1.2.4. Grup de lesi6 osteocondral amb PLGA colonitzat de CMMA provinents de teixit

adipos.

En aquest subgrup d’estudi de l'assaig preclinic, s'estudia la regeneracié de defectes
osteocondrals mitjancant CMMA provinents de teixit adipos, colonitzades en biomatrius de PLGA.
Cal mencionar que no hi ha estudis publicats en que s’hagi avaluat aquesta aproximacié amb

CMMA provinents de teixit adipés ovi combinades amb una biomatriu de PLGA. A continuacié
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s’analitzen els resultats, a 6 i 12 mesos, de les dues densitats cel-lulars amb les que s’ha intentat

regenerar els defectes osteocondrals artificials.

Figura 5.11. Resultats corresponents als condils tractats amb PLGA colonitzada amb CMMA provinents de
teixit adipds, als 6 mesos post-implantacié. A-D: Imatge de RMN (A-F63 CMD) i imatge macroscopica (B-
F63 CMD; C-F57 CME; D-F58 CMD) (encerclat en groc la zona de la lesid); E-G: Imatges d'histologia
corresponents a Safranina O (F- F58 CMD) i immunohistoquimica per a col-lagen tipus Il (E-F63 CMD; G-
F58 CMD). Barra d’escala: E: 500um; F: 1000um; G: 1000um.

Els resultats d’aquest subgrup d’estudi als 6 mesos mostren una marcada depressio6 en la
superficie articular i a mesura que s’aprofundeix cap a D1, predomina el teixit fibrocartilaginds,
altament cel-lular, on els condrocits es disposen aillats, desorganitzats i alguns condrocits
presenten un aspecte necrotic. La zona D1 esta constituida superficialment per un teixit fibrino-
necrotic amb cél-lules d'escassa viabilitat i en els marges laterals s'aprecia necrosi del que podrien
ser estructures vasculars (figura 5-11-E). En altres mostres d’aquest subgrup la zona S1 presenta

un gruix similar al cartilag adjacent normal, encara que presenta unes fissures perpendiculars a la
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superficie (figura 5.11-F i G). La part superficial de S1 esta constituida per una matriu hialina que
conté grups de condrdcits. La porci6 profunda de S1 es continua amb el territori D1 i esta formada
per una matriu amb algunes arees cartilaginoses i altres més fibroses, ambdues d'alta densitat
cel-lular. Com s’ha observat en altres casos, a la zona S2 la matriu és més hialina i conté cél-lules
aillades o en grups que es disposen lleugerament inclinades cap a S3 en una espécie de migracid

cellular.

Els pitjors resultats de I'experiment en global, respecte a la valoracié macroscopica,
s'obtenen amb aquest tractament amb PLGA+CMMA de teixit adipés amb una puntuacié que va
des de 2.66/10 fins a 7/10. A la lesid es pot observar un forat (figura 5.11-B) que no cobreix el
cartilag o grans depressions a la zona de la lesié que no s'integren amb el cartilag adjacent (figura
5.11-D).

Les imatges de RMN corroboren els resultats dolents en lintent de regeneracié, on
s'observa una lesio important on hi ha el defecte osteocondral, marcadament esclerotica amb
preséncia d'un centre amb hipersenyal T2 / STIR suggestiva de geoda amb afectacié clara de la
lamina subcondral discontinua. La senyal mostra una important reaccio edematosalinflamatoria
0ssia amb pérdua de la trabeculacié 6ssia normal, i incipient formacié de zona de quist/necrosi

0Ossia associats a lesié objecte d'estudi.

En els resultats d’aquest mateix subgrup s'observa una millora significativa als 12 mesos
de tractament. Els resultats de I'avaluacio histologica mostren una lesié a la zona S1 presenta una
lleugera depressid en relaci6 al cartilag normal adjacent, pero no tant deprimit com als 6 mesos.
En alguns casos (figura 5-12-1) presenta una superficie irregular amb fissures verticals que arriben
a la porci6 mitjana del cartilag articular, perd ben integrat a les zones perilesionals S2 i S3. El teixit
predominant és el cartilag hiali, encara que en alguns punts en la unié amb l'os subcondral i en la
superficie apareix un teixit d'aspecte més fibrés (figura 5-12-H). Hi ha una bona integracié de la
matriu a la zona lesionada ben delimitada amb S3 per cartilag hiali on els condrdcits es disposen
en columnes orientades cap a la superficie o lleugerament inclinades cap a S1. L'os subcondral en
D1 i D2 presenta un gruix superior al normal i les trabécules dssies augmentades de mida (figura

5-12-1), llavors es perd la linea de marea. Malgrat que presenta un gruix anormal, I'aspecte és
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normal, pero en profunditat a la zona D3 existeix un ampli focus de fibrosi on s’observen alguns
grups d’adipacits (figura 5.12-E).En alguns casos el contingut en proteoglicans és gairebé nul a la
zona de la lesié que ha quedat acel-lular a S1 (figura 5-12-G), en canvi, el col-lagen Il a la zona

superficial i mitja de la lesié és lleugerament superior al que mostra el cartilag no lesionat.

Figura 5.12. Resultats corresponents als condils tractats amb PLGA colonitzada amb CMMA provinents de
teixit adipds, als 12 mesos post-implantacio. A-D: Imatge de RMN (A-F59 CME) i imatge macroscopica (B-
F52 CME; C-F59 CMD; D-F61 CLD) (encerclat en groc la zona de la lesi6); E-G: Imatges d’histologia
corresponents a Hematoxilina-Eosina (E- F52 CME), Safranina O (F-F61 CLD; H-F59 CMD; G- F52 CME) i
immunohistoquimica per a col-lagen tipus Il (I- F59 CMD; J-F61 CLD). Barra d’escala: E: 1000um; F:
1000um; G: 1000m; H: 1000um; I: 1000um; J: 500um.
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La valoracid histologica és superior als 12 mesos en comparacid amb els animals
sacrificats als 6 mesos. S'observa el mateix en la valoracié macroscopica, obtenint un rang de
puntuacions entre 3/10 i 10/10. Els resultats mostren des d'una lesié reparada, anivellada i
totalment integrada (figura 5.12-D), fins a grans fissures (figura 5.12-C) o depressions (figura 5.12-

B) sense integracié amb el cartilag adjacent.

En canvi les imatges de RMN no mostren una gran millora, ja que en alguns dels casos
s'observa una lesié de morfologia pseudonodular (figura 5.12-A), localitzada en l'aspecte
caudomedial amb una irregularitat més marcada dels seus marges, aixi com de la superficie
condilar i de la zona de cartilag associat a la formacidé geodes pero sense observar-se’n. En els
casos de 6 mesos si s'observaven aquestes geodes, en el que sembla una regeneraci6 parcial

d’aquestes lesions intradssies als 12 mesos.

A la taula 5.12 es mostren resumits els resultats de les diferents valoracions que s’han
realitzat per avaluar la regeneraci6 del defecte osteocondral mitjangant PLGA amb CMMA
provinents de teixit adipos. Pel que fa a la valoracié macroscopica, s'obtenen unes mitjanes de
3.7£2.9 per als condils avaluats als 6 mesos i 5.5+3.1 per als avaluats als 12, sent aquest subgrup
és el que pitjor puntuacié obté en quan a la valoracio macroscopica. Tanmateix, s'observa una
millora relacionada amb el temps d’un 48% entre els tractaments a 6 i 12 mesos. Aquesta millora
temporal també s’observa a la valoracié histologica, on malgrat els resultats no sén molt millors,
amb una mitjana de 5.7+3.2 als 6 mesos i 8.3+1.3 als 12, representen un resultats dolents, només
comparables a 6 mesos amb el tractament amb CMMA provinent de moll d'os (4.7+2.2) o al grup

control amb biomatriu (7.5+0.7) a 6 mesos.

En les mostres analitzades a 12 mesos destaca la mostra F61CLD com el que obté la
millor puntuacié global, tant en valoracié6 macroscopica com histoldgica. El fet d'obtenir
puntuacions tan baixes en la valoracié histologica en aquest subgrup, i tan bones en el grup
control, junt amb els resultats obtinguts en aquest mateix animal (F61), independentment de la font
cellular utilitzada, fa pensar en diferéncies individuals que promouen la regeneracié en alguns

animals més que d’altres (Im et al. 2001).
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Taula 5.12. Resultats corresponents als condils tractats amb PLGA colonitzada amb CMMA provinents de
teixit adipos. Avaluacié de la membrana sinovial, de I'aspecte macroscopic i de les caracteristiques

microscopiques.
Macroscopica | Histoldgica | Safranina 0 | Col-lagen tipus Il | Membrana sinovial

Mostres avaluades als 6 mesos

F63 CMD 0.98E+06 CMMA 2.66£0,00/10 2/18 0/4 0/4 0/4
F57 CME4.50E+06 CMMA 1.3340.40/10 818 3/4 3/4 0/4
F58 CMD 3.54E+06 CMMA 7.00%0.40/10 718 1/4 3/4 0/4
Mostres avaluades als 12 mesos

F61 CLD 1.07E+06 CMMA 10/10 9/18 2/4 2/4 0/4
F52 CME 1.01E+06 CMMA 3/10 9/18 0/4 2/4 0/4
F59 CMD 2.58E+06 CMMA 4/10 7118 3/4 3/4 0/4

Si es realitza una analisi percentual de les diferents valoracions en els resultats
macroscopics als 6 mesos, s'obté un 37% de la puntuacié maxima, i en el cas dels histologics el
tant per cent és inferior, amb una disminuci6 de 5 punts percentual fins al 31.7%. En canvi, als 12
mesos la valoracié macroscopica augmenta considerablement respecte als 6 mesos fins al 55%, i
al 48.3% en la histologica. En aquest cas, les diferéncies entre la valoracié macroscopica i la
histologica son similars, a diferéncia del cas del tractament amb CMMA provinents de cartilag
articular, on les diferéncies percentuals entre la valoracié macroscopica i la histologica arriben fins
a 33 punts percentuals als 6 mesos, en canvi, en aquest subgrup d’estudi les diferéncies, tant a 6
com a 12 mesos, no superen els 6 punts percentuals. En aquest subgrup no s’observen

diferéncies entre les dues densitats cel-lulars utilitzades.

5.1.2.5. Grup de lesi6 osteocondral amb PLGA colonitzat de CMMA provinents de moll d’os.

En aquest subgrup de [lassaig preclinic, s'estudia la regeneraci6 de defectes
osteocondrals mitjangant CMMA provinents de moll d'os, colonitzades en biomatrius de PLGA. A
continuacié s'analitzen els resultats, a 6 i 12 mesos, de les dues densitats cel-lulars amb les que
s’ha intentat regenerar els defectes osteocondrals artificials. L’aplicacié d’aquest tractament durant
6 mesos mostra un resultats similars als que s’han observat amb el tractament amb CMMA
provinents de teixit adip6s. S'observa una lesio a la zona S1 amb una marcada depressid, similar a

la de la figura 5.11-E dels condils tractats amb CMMA provinents de teixit adipés. La superficie de
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la depressié de S1 esta formada per un teixit fibrino-necrotic amb restes cel-lulars que es continua
en profunditat amb D1 mitjangant teixit fibros vascularitzat, fent desaparéixer la linia de marea en
aquesta zona. En aquest cas també s’observa que la zona (figura 5.13-E) que envolta aquest teixit
fibrés és I'inica que presenta tincid positiva per a proteoglicans i col-lagen Il. L'estructura no es
correspon amb el cartilag normal en 3 dels casos estudiats en aquest subgrup. Una de les peces
que es va introduir (figura 5.13-F), va presentar problemes a I'hora d’introduir-la a la lesi6 artificial
mitjangant artroscopia ja que la matriu es va desintegrar en 3 fragments diferents, pero el cirurgia
va aconseguir recollir-los tots i impactar-los a dintre de la lesidé generada. Tal i com es comenta
més endavant, no es considera que aquest fet tingués una gran repercussio6 en el resultat final, ja
que les imatges d’histologia revelen unes caracteristiques semblants a altres peces que si van ser

introduides correctament.
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Figura 5.13. Resultats corresponents als condils tractats amb PLGA colonitzada amb CMMA provinents de
moll d'os, als 6 mesos post-implantacié. A-D: Imatge de RMN (A-F57 Genoll dret) i imatge macroscopica (B-
F58 CME; C-F63 CLE; D-F57 CLE) (encerclat en groc la zona de la lesid); E-G: Imatges d’histologia

corresponents a Safranina O (E-F57 CMD) i immunohistoquimica per a col-lagen tipus Il (F- F59 CMD; G-
F57 CLD). Barra d’escala: E: 1000um; F: 1000um; G: 1000um.
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Una de les peces analitzades als 6 mesos en el subgrups de les CMMA provinents de moll
d’'os és I'linica amb resultats aparentment diferents als obtinguts de la resta del grups. En aquest
cas el constructe va ser colonitzat amb densitat cel-lular alta. Microscopicament s'observa (figura
5.13-G) una lesié que s’ha regenerat superficialment i apareix alineada amb el cartilag adjacent a
totes les zones S, encara que presenta algunes irregularitats superficials. El contingut en
proteoglicans es presenta dispers en focus a S1, S2 i D1, mentre que I'extensi6 de col-lagen Il es
presenta en arees més amplies en relacio al contingut en proteoglicans, i es distribueix a les zones
fibrocartilaginoses de S1i D1 pero, en canvi, en un dels marges d'integracio de S2 el contingut és

escas, coincidint amb les zones vascularitzades.

De les 4 mostres analitzades en aquest subgrup, 3 presentaren una valoracio
macroscopica dolenta, entre 1.33/10 i 3/10, ja que les lesions no es troben anivellades (figura 5.13-
B) ni normocolorades (figura 5.13-C). S’observen orificis semblants als que s’han trobat en els
condils tractats amb CMMA provinents de teixit adipdés, que presenten també unes imatges
histologiques semblants. El condil que resta, obté una valoracié de 8/10 (figura 5.13-C) perqué
sembla regenerada i integrada per totes les vores. En aquest cas, les imatges de RMN no
s'observen lesions tan extenses com en el grup tractat amb CMMA provinents de teixit adipds,
perd si s'observen lesions de tipus crateriforme (figura 5.13-A) localitzades en l'aspecte
caudomedial que globalment presenta una senyal de ressonancia compatible amb la imatge que
s'observa a la histologia (figura 5.13-E). Hi ha una discreta hipersenyal STIR que afecta a l'os
subcondral en la periféria lesional, compatible amb un discret edema ossi associat. Malgrat ser la
lesid evident, sembla existir una correcta integracid, en les seccions realitzades, entre I'implant i
l'os subcondral, sense evidenciar fuites de liquid sinovial. A la mateixa figura 5.13-A, en el CLD
sembla predominar la hiposenyal en totes les potenciacions suggerint la preséncia de teixit tipus

fibrocartilaginos.

L'ultim subgrup que s'analitza és el tractat amb CMMA provinents de moll d’os durant 12
mesos. Cal destacar la figura 5.14-B i 5.14-E , que correspon a I'animal F61 CME, on es mostra la
regeneracié i alineacié perfecta del cartilag derivat del tractament amb PLGA+CMMA provinent de
moll d'os.
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Figura 5.14. Resultats corresponents als condils tractats amb PLGA colonitzada amb CMMA provinents de
moll d’os, als 12 mesos post-implantacio. A-D: Imatge de RMN (A-F61 CME) i imatge macroscopica (B- F61
CME; C-F52 CLD; D-F59 CME) (encerclat en groc la zona de la lesid); E-G: Imatges d'histologia
corresponents a Safranina O (E- F61 CME; H-F59 CME; J- F52 CLD) i immunohistoquimica per a col-lagen
tipus Il (F-F61 CME; G- F52 CLD; I-F59 CME). Barra d'escala: E: 500um; F: 1000um; G: 500um; H:
200um; I: 1000m:; J: 1000um.

Histologicament el CME de I'animal F61 (figura 5.14-E) presenta algunes fissures verticals
que apareixien parcialment farcides d'una matriu més acidofila i de menor densitat cel-lular, pero
en gran part de la matriu a S1 és hialina, els condrdcits es disposen predominantment individuals i
en columnes, excepte en les vores de les fissures on predominen els grups de condrocits. El
cartilag calcificat es manté homogeni en S1 i S2 i es continua amb S3 indicant una integracié
completa a nivell histologic. L'os subcondral apareix normal. La puntuaci6 obtinguda a la valoraci6
histologica és de 17/18, la maxima obtinguda en tot I'estudi, i es considera totalment regenerat. En
altres casos (figura 5.14-G), la lesié es troba parcialment anivellada amb la superficie normal

adjacent, ja que hi ha un lleuger despreniment i preséncia de fissures superficials, presentant, en
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conjunt, un gruix inferior. El contingut en proteoglicans es troba reduit en les arees de S1 de baixa
cel-lularitat (figura 5.14-H), mentre que el col-lagen Il (figura 5.14-1) també es troba reduit a la
porcié superficial de S1 en relacio amb el cartilag adjacent normal, perd en menor mesura que els
proteoglicans. S’observa clarament la correspondéncia entre la zona tenyida pels proteoglicans
(figura 5.14-G) amb la zona tenyida per el col-lagen Il (5.14-J), coincideixen en gran part, excepte
que el col-lagen tipus Il s’estén per més superficie, fins a I'os subcondral on sembla que es troba

en un procés dossificacié endocondral.

Els millors valors de I'avaluacié macroscopica s'obtenen amb el tractament de CMMA
provinents de moll d’'os durant 12 mesos, variant des de 5/10 fins a 10/10. Només es disposa de 4
mostres, pero laspecte és de total regeneracié (figura 5.14-B). Les lesions presenten
normocoloracié i anivellades (figura 5.14-C), encara que alguna mostra fissures amb un aspecte
de falta d’integracié en algunes zones (figura 5.14-D). Les imatges de RMN (figura 5.14-A)
corroboren els bons resultats on les lesions que s'observen sén petites, de marges mal definits i
localitzacio subcondral, caracteritzades per lleugera hiposenyal T1, hiposenyal T2 i sense canvis
en sequéncies STIR. A nivell de cartilag no s'observen irregularitats i la lesié que s'observa no
provoca cap alteracié morfoldgica en la superficie condilar. Aquestes caracteristiques fan pensar
que la lesié s’ha regenerat i no hi ha cap alteracio morfologica significativa de la superficie

condilar.

A la taula 5.13 es mostren resumits els resultats de les diferents valoracions que s’han
realitzat per avaluar la regeneracié del defecte osteocondral mitjangant PLGA amb CMMA
provinents de moll d'os. Pel que fa a la valoraci6 macroscopica, s'obtenen unes mitjanes de
3.9£3.2 per als condils avaluats als 6 mesos i 7.7+2.5 per als avaluats als 12. Si es comparen els
diferents subgrups estudiats, en les mostres analitzades a 6 mesos la valoracié de les CMMA
provinents de moll d’os és la pitjor de totes, en canvi, als 12 mesos, la valoracié és superior a la
lesié control (7+4.2), al tractament amb CMMA provinent de cartilag articular (6.8+-3.0), al
tractament amb CMMA provinent de teixit adipos (5.5+-3.1) i al control amb PLGA (4+2.8).
Aquesta difereéncia temporal representa una millora del 97% als 12 mesos respecte als 6 primers,
sent aixi la major milloria temporal que s’ha observat en el global de 'assaig preclinic.
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Pel que fa a la valoracié histologica, també s’observa una millora del 250% entre els dos
millors valors de cada grup temporal, fins i tot superior a la observada en la valoracié
macroscopica, amb una mitjana de 4.5+1.7 als 6 mesos i 11.3+4.8 als 12. Un cop més la valoracio
histologica als 6 mesos és la més baixa de totes, en canvi als 12 mesos és la més alta. Cal
remarcar un cop més l'animal F61, que en aquest subgrup també obté la maxima valoracio global,
tant macroscopica com histologica, de fet, en aquest cas es pot afirmar que la peca F61CME amb

4.92+04 CMMA provinents de moll d’'os és un cartilag normal, totalment regenerat.

Taula 5.13. Resultats corresponents als condils tractats amb PLGA colonitzada amb CMMA provinents de
moll d'os. Avaluacié de la membrana sinovial, de l'aspecte macroscopic i de les caracteristiques
microscopiques.

Macroscopica Histologica SafraninaQ | Col-lagen tipus Il | Membrana sinovial

Mostres avaluades als 6 mesos

F58 CME 1.35E+06 CMMA | 2.66%0,40/10 4/18 1/4 0/4 0/4
F63 CLE 1.35E+06 CMMA | 3.00%0,70/10 3118 0/4 0/4 0/4
F57 CMD 3.18E+06 CMMA 1.3%0,40/10 4/18 0/4 4/4 0/4
F57 CLD 4.86E+06 CMMA | 8.66+0,40/10 7718 1/4 214 0/4

Mostres avaluades als 12 mesos

F59 CME 1.40E+06 CMMA 5/10 8/18 1/4 3/4 0/4
F52 CLD 3.24E+06 CMMA 8/10 10/18 3/4 2/4 0/4
F61 CME 4.92E+06 CMMA 10/10 17/18 4/4 2/4 0/4
F44 CME 4.50E+06 CMMA 5/10 10/18 2/4 3/4 0/4

Si es realitza una analisi percentual de les diferents valoracions, en els resultats
macroscopics als 6 mesos, s'obté un 39% de la puntuacié maxima, i en el cas dels histologics el
tant per cent és inferior, amb una disminucié de 13 punts percentual fins al 26.1%, en canvi als 12
mesos la valoracié macroscopica augmenta considerablement respecte als 6 mesos fins al 77%, i
al 65% en la histologica. A l'igual que en el subgrup de CMMA de teixit adip6s, les diferéncies
entre la valoraci6 macroscopica i la histologica sén similars, a diferéncia del subgrup CMMA
provinents de cartilag articular, on les diferéncies percentuals entre la valoracié macroscopica i la
histologica arriben fins a 33 punts percentuals als 6 mesos, en canvi en aquest subgrup d’estudi

les diferencies, tant a 6 com a 12 mesos no superen els 12 punts percentuals. En aquest subgrup
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no s'observen diferéncies entre les dues densitats cel-lulars utilitzades, pero si entre els diferents

temps de tractament.

Les imatges histologiques de les peces analitzades a 6 mesos son molt similars entre
elles, amb un recobriment de la lesi6 per part d’un teixit fibrinds que no ocupa la totalitat de I'espai i
deixa un forat, generant una incongruéncia que pot comportar problemes de degeneracio articular.
Aquestes imatges recorden a les lesions controls de diferents treballs que generen defectes
osteocondrals similars al realitzat en aquest treball (Nagura et al. 2007; Han et al. 2008), o fins i tot
al condil lesié control del experiment pilot del capitol 4. Al seglent apartat es realitza una analisi de
la comparativa entre les diferents fonts, amb els resultats ordenats per tractaments i temporalment

en global.

5.2. Conclusions

En primer lloc es pot afirmar que I'assaig preclinic ha demostrat la seguretat de la terapia
desenvolupada en aquest treball, fet que es pot observar a diferents nivells. Arran dels analisis de
les necropsies no s’han observat lesions sistematiques que hagin pogut estar causades per
I'administracié dels diferents tractaments en els condils femorals. Malgrat la mort d’'un animal
durant I'assaig, es va determinar que la causa de la mort no tenia relaci6 amb el tractament
administrat. En la practica totalitat dels animals analitzats no s’han detectat anomalies cel-lulars
que indiqui en qualsevol tipus de transformacio cel-lular cap a cél-lules tumorals. Els hemogrames

i les determinacions enzimatiques van resultar normals en tots els animals.

Malgrat que esta descrita la inflamacié sinovial com a signe de degeneracié articular i
osteoartritis primerenca (Benito et al. 2005), no s’ha trobat cap tipus d'inflamaci6 de la membrana
sinovial a llarg termini. Es possible que aquest sigui un dels efectes beneficiosos de les CMMA,
que tenen capacitats immunomoduladores sobre les cél-lules que causen la inflamacié com les
cellules T reguladores que estan involucrades en el procés d'inflamacié posterior a una lesié

condral (Gonzélez et al. 2009).
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En segon lloc, per valorar I'eficacia del tractament es tenen en compte exclusivament els
resultats i les valoracions realitzades per clinics i anatomopatolegs mitjangant una avaluacié doble
cec. L'assaig preclinic contempla dos temps d'estudi, a la taula 5.14 es resumeixen les
consideracions generals sobre cada pega analitzada i el resultat que se li pot atribuir en funcié de

les valoracions histologiques i macroscopiques.

A nivell de la valoraci¢ global, en aquest estudi no s’han trobat diferéncies importants entre
el tractament de CMMA provinents de cartilag articular i les de moll d'os. Tots dos presenten
animals que han regenerat completament el cartilag a nivell macroscopic i puntuacions elevades
en la valoracio histologica. En tractaments que no incorporen les matrius com a suport i estructura
per a la regeneracio de cartilag, com poden ser el TAC, sigui quina sigui la font cel-lular,
provinents de moll d'os o de cartilag articular, els resultats no milloren les condicions cliniques dels
pacients a llarg termini (Nejadnik et al. 2010). En canvi, quan s’incorpora una biomatriu al
tractament, la milloria és significativa, obtenint millors resultats clinics a llarg termini amb la terapia
de TACAM (Trasplant autdleg de condrocits assistit per matriu) respecte al TAC (Bartlett et al.
2005) i la microfractura (Basad et al. 2010).

Malgrat les CMMA provinents de teixit adipds han demostrat el seu potencial condrogénic
(Merceron et al. 2008), aquest ha estat quantificat i no és superior al potencial demostrat per les
CMMA provinents de moll d'os (Im et al. 2005). Aquesta diferéncia de potencialitat pot ser un dels
factors que expliquin que aquest subgrup d’estudi obtingui els pitjors resultats globals de valoracié

de la regeneracio.

Cal destacar I'animal F61 que obté la millor puntuacid global amb el tractament de
PLGA+CMMA provinents de moll d’os , perd també és el que millor resultat obté quan s’aplica el
tractament de PLGA+CMMA provinents de greix. En el tractament amb CMMA+ provinents de
cartilag articular, en un dels casos regenera cartilag hiali globalment i a I'altre obté una de les
millors puntuacions histologiques del grup d’estudi. Aquest resultat remarca les diferéncies
individuals que poden promoure la regeneracié en alguns animals més que d’altres (Im et al.
2001).
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Taula 5.14. Resultats de la valoraci6 global. Classificats per tractaments i temps d’avaluacié. A cada quadre
de la identificaci6 del animal (FXX) esta indicada la quantitat de céllules que s’havia colonitzat a la matriu
de PLGA. Es mostra l'avaluacié histologica (H), la macroscopica (M) i la global (en majuscules) que ha
realitzat un anatomopatoleg.

Tractament MOSTRES
6 MESOS 12 MESOS
Lesié F58 F52 F59
sense H M H M H M
tractament | 12 |5.33| 13 10 8 4
Valoracié | CARTILAG | FRIBRO- | GROSOR
__global HIALI CARTILAG | INFERIOR
12 MESOS
Fa4 F44
H M H M
PLGA 7 2 8 6
Valoracié | MATRIU CARTiLAG
global MIXTA HIALI
6 MESOS 12 MESOS
PLGA+ F57- F63- F63- F58- F52- F61- F61- F50- F44-
CMMA 396 E+06 | 1.34 E+06 | 0.93E+06 | 3.90 E+06 | 4.20 E+06 | 0.74 E+06 | 1.14 E+06 | 3.72E+06 | 1.14 E+06
decartlag| H | M | H M | H/ M| H/ M| H/ M|H| M| H| M|H M H|M
articular 4 |833| 8 733 4 1933] 11 (33310 | 6 | 11 |10 | 7 |10]| 9 | 4 8 4
Valoracié | FRIBRO- MATRIU MATRIU CARTiLAG CARTiLAG CARTiLAG MATRIU | MATRIU CARTiLAG
global | CARTILAG MIXTA MIXTA HIALI HIALI HIALI MIXTA MIXTA HIALI
6 MESOS 12 MESOS
PLGA+ F57- F63- F58- F52- F61- F59-
CMMA 450E+06 | 0.98E+06 | 3.54 E+06 | 1.01 E+06 | 1.07 E+06 | 2.58 E+06
de teixit H M H M H M H|{ M| H|M H M
adipds 8 [133] 2 266 | 7 7 9 3 9 [ 10| 7 4
Valoracio CARTiLAG INTEGRACIO | MATRIU | MATRIU | MATRIU | MATRIU
global HIALI PARCIAL MIXTA MIXTA MIXTA MIXTA
6 MESOS 12 MESOS
PLGA+ F57- F57- F-58- F63- F52- F59- F44- F61-
CMMA 318E+06 | 4.86 E+06 | 1.35E+06 | 1.35 E+06 | 3.24 E+06 | 1.40 E+06 | 4.92 E+06 | 4.92 E+06
demoll | H | M| H | M|H| M|H|M|H|M|H|M|H|M|H]|M
d’os 7 866 4 13 | 4 |266] 3 3 110 | 8 8 5 10 [ 5|17 ] 10
Valoracio | MATRIU MATRIU MATRIU | MATRIU | MATRIU CARTiLAG CARTILAG CARTiLAG
global MIXTA MIXTA MIXTA MIXTA MIXTA HIALI HIALI HIALI

Tot els animals valorats a 6 mesos presenten un grau variable d'irregularitats,

discontinuitats o depressions en la superficie articular regenerada, independentment del tipus de

teixit regenerat. Com es pot observar a la figura 5.15, només un 33% dels condils tractats amb
PLGA+CMMA provinents de teixit adipds i un 25% dels tractats amb PLGA+CMMA provinents de

cartilag articular, han reparat i regenerat en forma de cartilag hiali la lesié osteocondral. La resta
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de tractaments donen un resultat d’'una matriu mixta que presenta algunes caracteristiques del

cartilag hiali, perd també de fibrocartilag.

Lesio control PLGA+ CMMA
Adipocits
f 100% ) O Cartilag hiali
h B Matriu mixta
paltres
PLGA+ CMMA PLGA+ CMMA
Moll d'os Condrocits

Figura 5.15. Resum dels resultats de la valoracié global dels diferents tractaments aplicats als 6 mesos.

L'os subcondral de totes les mostres presenta major o menor grau de remodelacio i
activitat osteogenica a la zona de I'os esponjos, on fins i tot algunes presenten focus condroides
en la uni6 osteocondral a la zona de la lesié (S1 i D1) i/o arees de fibrosi del os subcondral en D3.
Aquestes arees de fibrosi sén consequiéncia d’'una pérdua de contacte entre el teixit cartilaginds i
l'os arran de la lesi6 generada. Per obtenir una regeneracié completa han de desaparéixer per
donar lloc a teixit ossi. Tal i com s’havia observat a I'assaig pilot del capitol 4, s’observa una
proporcid variable de cartilag hiali o fibrocartilag i ossificacio endocondral en els marges del teixit

fibrés que emplena la zona lesionada.

El tractament de llarga durada, a 12 mesos, mostra una integracié del teixit regenerat al
cartilag normal adjacent en la totalitat de les peces analitzades. La superficie del teixit regenerat
en 14 de les mostres és irregular o presenta petites depressions. En les dues mostres restants,
F52CLE (control sense tractament) presenta una superficie ben alineada i llisa, pero el teixit
regenerat s'assembla a fibrocartilag. L'altra mostra, F61CME (4.92E+06 CMMA de moll d’os)
presenta una superficie alineada, el gruix del cartilag és molt similar al adjacent normal, amb el

239



Assaig preclinic per a la regeneraci6 de defectes osteocondrals

que es pot considerar una regeneracié completa. A la resta de les mostres, s'aprecien graus
diferents de remodelacié i increment de l'os subcondral a D1. En relacidé al contingut en
proteoglicans i col-lagen Il en el teixit reparat s’'observa un increment en les mostres als 12 mesos
de tractament, fins i tot en aquelles lesions on la matriu fibrosa és present, suggerint una possible
diferenciacio de les cel-lules a condrocits del cartilag hiali.

En general els resultats milloren molt respecte al tractament de 6 mesos, ja que es pot
observar a la figura 5.16 com el tant per cent de teixit tipus cartilag hiali augmenta en tots els
tractaments aplicats. En el tractament a 12 mesos, el 75% dels condils tractats amb PLGA+CMMA
provinents de moll d’os, el 60% dels tractats amb PLGA+CMMA provinents de cartilag articular i el
50% dels tractats amb PLGA sol, han reparat i regenerat en forma de cartilag hiali la lesi6
osteocondral. Cal destacar, que en aquest cas, cap dels tractats amb PLGA+CMMA provinents de

teixit adipds ha mostrat caracteristiques histologiques semblants al cartilag articular.

Lesio control PLGA

PLGA+ CMMA
Adipocits

O Cartilag hiali

B Matriu mixta
oaltres

PLGA+ CMMA PLGA+ CMMA
Moll d'os Condrocits

75% 60% '(

Figura 5.16. Resum dels resultats de la valoracio global dels diferents tractaments aplicats als 12 mesos.

De la taula 5.14 i els grafics de les figures 5.15 i 5.16 es poden extreure diferents
conclusions. La primera d’elles és que els subgrups d’estudi que més peces han reparat en forma

de cartilag hiali han estat les tractades amb CMMA provinents de moll d'os (3 peces) i de cartilag
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articular (3 peces). Anteriorment ja s’han comentat estudis que afirmen que el tractament de
defectes osteocondrals amb CMMA provinents de moll d'os o cartilag articular amb empelts de
periosti que recobreixen la solucié cel-lular que s’implanta en la lesio, milloren la condicio del
pacient perd no s'aprecien diferéncies significatives entre les dues alternatives de font cel-lular
(Nejadnik et al. 2010). En aquest cas, malgrat que s’ha incorporat una matriu de PLGA
condroinductora, biocompatible i reabsorbible, no s’observen grans diferéncies entre les dues fonts
cel-lulars, moll d’os i cartilag articular. En canvi si que s'observen diferéncies amb el tractament
amb CMMA provinents de teixit adipos, on ja s’ha comentat anteriorment la diferéncia en les
valoracions histologiques i macroscopiques i @ més a més, només una de les peces d'aquest
subgrup ha generat cartilag hiali. Si es parteix de la base que les CMMA provinents de moll d’os
son el 'estandard cel-lular per a la regeneracio de diferents teixits, en aquest estudi s’ha demostrat
que les altres fonts de CMMA, teixit adip6s i cartilag hiali no milloren els resultats de regeneracio
de cartilag hiali en defectes osteocondrals ovins a llarg termini. Aixi doncs, es proposa la utilitzaci6
de les CMMA provinents de moll d'os amb una biomatriu, PLGA, que ha demostrat ser segura,
biocompatible, reabsorbible, amb una osteointegracid correcta i unes capacitat condroinductives
que han portat a la regeneracié de cartilag hiali en alguns dels animals en que s’ha investigat el

seu efecte regenerador.

No s’observen diferéncies entre les diferents dosis utilitzades en aquest estudi. Malgrat
que el millor resultat s’ha obtingut amb una matriu de PLGA colonitzada a alta densitat per CMMA
provinent de moll d'os, no es pot determinar amb els resultats dels que es disposa sobre la dosi
que genera un cartilag de millor qualitat. Es a dir, si les dosis utilitzades presenten resultats
similars, I'estratégia per la que s’optaria en un possible assaig clinic seria la densitat més baixa ja
que aixi es necessitarien menys cél-lules a expandir, reduint aixi els costos de produccid,
qualsevol risc potencial degut a les cél-lules, i els dies d’espera entre I'extraccio del teixit i la

reintroduccié de les cél-lules expandides.

L'estratégia autdloga d’'aquest tractament presenta certes caracteristiques que dificulten
una estandarditzacié i homogeneitzacié de la terapia. Al capitol 4 i 5 s’ha comprovat que les
cél-lules de cada animal presentaven una velocitat de creixement diferent. Aquestes diferéncies
que s’'observen poden ser degudes al suplement del medi utilitzat (Abukawa et al. 2007) o a les

caracteristiques intrinseques de la cél-lula que s’intenta expandir, malgrat d’haver utilitzat el mateix
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medi de cultiu per a totes les expansions i la mateixa estratégia de cultiu. Les caracteristiques
cellulars es mantenen constants com a minim fins a 12 duplicacions sense perdre la
multipotencialitat (Siddappa et al. 2007), pero la velocitat de creixement de cadascuna d’elles és
diferent per a cada individu. L'efecte de I'entorn és evident en I'animal F44 on a la mateixa
articulacio s’ha implantat el mateix tractament sense cél-lules, PLGA sol, presentant resultats
totalment diferents, en un es forma cartilag hiali i a l'altre una matriu mixta entre fibrocartilag i
cartilag hiali. En aquest cas és possible que la posicié anatomica, ja sigui lateral o medial influeixi
en la regeneracié del cartilag hiali degut a I'estimulacié biomecanica diferent en cada condil
(Ghosh et al. 1990).

En aquest estudi s’ha utilitzat la RMN com una alternativa més a l'avaluacié de la
regeneracié de cartilag articular. Malgrat es va disposar d’un aparell amb una poténcia de només
0.2 Tesla, la gran majoria dels analisis realitzats presenten una correlacio important amb I'analisi
histologic. S’han pogut quantificar volums de cartilag, identificar zones esclerdtiques al voltant de
la lesio, edemes relacionats amb la reabsorcié de la matriu i la lesidé generada artificialment. No
s’ha observat cap vessament articular en els tractaments aplicats, 'edema ossi que s'observava a
I'experiment pilot ja no s’'observa amb els temps d’analisi de 6 i 12 mesos, corroborant la idea
d’una reabsorcié de la matriu que genera aquest edema entre les primeres 2-20 setmanes, el
temps que tarda en reabsorbir-se la matriu de PLGA. En qualsevol estudi futur que es pugui
realitzar en humans, es necessitara d’'una eina de diagnostic no invasiva per substituir una
d’invasiva com és la biopsia. Durant l'assaig preclinic s’han realitzat analisis de raigs-X a les
articulacions, sense presentar cap troballa significativa, patoldgica o indicativa de lesid/regeneraci6
de cartilag, a diferéncia de la RMN que ofereix una capacitat de resoluci6 funcional en teixits tous,
com el cartilag, molt superior als raigs-X o I'ecografia convencional. Existeixen taules d’avaluacid
per a les imatges de RMN que s’han utilitzat per avaluar I'evoluci6 a llarg termini (5 anys) de la
regeneracié de cartilag hiali mitiangant un TACAM (Ebert et al. 2011), pero requereixen d’una gran
experiencia per a la seva aplicacio i interpretacié. La RMN junt a I'artroscopia diagnostica son les
tecniques de seguiment que recomana la ICRS per al disseny d’estudis i assaigs preclinics per a la

regeneracié de cartilag (Mithoefer et al. 2011).

L'estudi realitzat durant aquest treball de tesi presenta certes limitacions, entre elles, el
mateix estudi de RMN. El fet de realitzar I'estudi d'imatge amb una resolucié de 0.2 Tesla ha limitat
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molt la resolucié de les imatges i la seva interpretaci6. La resolucié recomanada per aquests
estudis és d’'un minim d'1.5 Tesla (Trattnig et al. 2011), pero dificilment es poden trobar aparells
d’aquesta resolucié per a investigacio animal en el nostre territori. Una altra de les limitacions que
presenta I'estudi és la falta de coneixement sobre les CMMA, ja que sén unes cél-lules que no
tenen un marcador caracteristic, malgrat existeixen criteris per definir-les, no es poden aillar
mitjangant un métode que asseguri que el 100% de la poblaci6 correspon a les CMMA. Aquest fet
provoca una baixada en el rendiment d’expansi6 de les CMMA, ja que una vegada s’ha expandit
tot el material cel-lular aillat, no és possible saber quina proporcié de la poblacié cellular que
s'utilitza per a la terapia correspon a CMMA. Cal una caracteritzacié més extensa de les CMMA a
nivell molecular i fisiologic, ampliar el nombre de marcadors de superficie i realitzar assajos de

tumorogenicitat en ratolins per refermar la bioseguretat d’aquestes cél-lules.

Una altra limitacié és el nombre d'animals que s'utilitza durant l'estudi. Al treballar amb una
espécie com l'ovella es limita la quantitat d’'animals amb el que es pot treballar, en comparacid
amb altres animals més petits i més economics com el conill o el ratoli. Aixo condiciona
l'experiment, per exemple, amb la utilitzacié dels dos condils de I'articulacié per tal d’augmentar les
variables a experimentar sense haver de duplicar o triplicar el nombre d’animals, introduint una
limitacié més com és el fet de provar els tractaments en els dos condils de I'articulacié al mateix
temps, podent-hi haver afectat la seva carrega diferencial, per aix6 calen estudis de biomecanica
sobre la distribucio de les carregues abans i després de I'aplicacio del tractament. Per altra banda,
les CMMA que s'utilitzen s’haurien de marcar amb algun compost, ja sigui una nanoparticula que
pugui ser localitzada posteriorment amb una RMN (Jing et al. 2008) o un marcador fluorescent
com el BrdU (Carstanjen et al. 2006) que permetés localitzar-les in vivo per demostrar que no
migren cap a altres compartiments de l'articulacié o fora d’aquesta. Existeixen estudis que
demostren que les cel-lules poden migrar cap a la sindvia o 'os subcondral, peré també apunten
que les céllules que s'adhereixen a lesid, no migren cap al cartilag adjacent (Jing et al. 2008). En
aquest estudi, el fet d’haver analitzat els ganglis proximals a I'articulacio, i comprovar que no
mostraven signes d'inflamacié pot ser una mesura indirecta de I'abséncia de migracié d’aquestes

cellules cap a altres parts del cos.

En futurs estudis s’haurien de superar aquestes limitacions esmentades anteriorment, i

realitzar estudis més complerts, tenint en compte les limitacions esmentades anteriorment, per
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poder traspassar aquesta terapia cap a aplicacions cliniques per poder-se sumar a les terapies ja
existents. La medicina regenerativa repara o regenera cél-lules humanes, teixits, organs, per tant,
és una oportunitat per a I'abordatge d’una ventall de malalties molt extens. L'establiment d’'un quart
pilar en la sanitat, un sector basat en terapéutica cel-lular, que ha de determinar clarament els
seus objectius i les seves possibilitats a curt i llarg termini. Es important la divulgacié de la recerca
que s'esta fent en aquest camp i l'establiment de ponts entre la recerca basica i el
desenvolupament de productes de medicina regenerativa amb una visié de conjunt que englobi tot
el procés per no repetir errors comesos en el desenvolupament d’altres tecnologies sanitaries en el

passat (Mason et al. 2006).

Les expectatives economiques i socials son grans per fer front a aquest tipus de noves
terapies, per aquest motiu s’ha portat a terme, en la majoria d’aquest treball, de la forma més
aproximada a la normativa que exigeix el compliment de Bones Practiques de Laboratori per a la
realitzacié d'assaigs preclinics que puguin ser validats per ser admesos com a evidéncia cientifica
per demanar les autoritzacions pertinents a les autoritats per a iniciar un assaig clinic en humans.
En definitiva, en aquest treball s’han posat a punt les bases i la tecnologia necessaria per a la
generacio de tractaments basats en la medicina regenerativa, utilitzant CMMA de diversos origens
combinats amb una biomatriu de PLGA per a la regeneracié de defectes osteocondrals.
L'estratégia que es recomana es resumeix en una terapia basada en una matriu de PLGA
colonitzada per CMMA provinents de moll d'os, a una densitat al voltant de 1,5-2E+07 CMMA/cm?
de biomatriu. Les cél-lules s’aillen mitjangant un métode basat en la centrifugacié per gradient del
moll d’os per obtenir la fraccid mononuclear i llavors mitjangant el cultiu en flascons de cultiu 0 una
superficie adherent que permeti la poblacié de cél-lules adherent d’aquesta fraccié6 mononuclear
créixer, donant lloc a una poblacié homogenia de CMMA. Les CMMA s’expandeixen durant el
temps requerit per obtenir la quantitat necessaria de cél-lules per poder colonitzar la biomatriu amb
la densitat establerta mitjangant un minibioreactor durant 24 hores. Finalment s'implanta el
constructe a la lesi6 osteocondral mitjangant una artroscopia. El procés ha quedat definit, pero tal i
com s’ha comentat durant el treball, s’han d’acomplir un requisits de fabricacio i normes de qualitat

GMP d’acord amb la legislaci6 vigent de cada pais on es vulgui explotar la terapia comercialment.
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CAPITOL 6

CONCLUSIONS

6.1. Conclusions finals del treball.

Els problemes de salut derivats de les malalties articulars i patologies del cartilag hiali son
una carrega economica i social important. Les caracteristiques del cartilag hiali fan que sigui un
teixit que no tingui capacitat de regeneracio. Els tractaments actuals no sén satisfactoris, ja que en
la gran majoria generen un teixit fibrés que no acaba de tenir les mateixes caracteristiques
mecaniques i estructurals que el cartilag hiali. Per aixd, en aquest treball de tesi s’ha plantejat un
nou tractament per a la regeneracié de les lesions osteocondrals. L’estudi de les cél-lules mare
mesenquimals adultes (CMMA) i el biopolimer de PLGA ha permés dissenyar i avaluar el

tractament proposat en un assaig preclinic amb el model ovi.

A partir dels resultats obtinguts en aquest treball s’han pogut extreure les seglents

conclusions finals:

¢ S’ha aconseguit aillar CMMA de cartilag hiali, moll d’os i greix de I'espécie ovina.

Fins al moment no s’havien descrit CMMA provinents de greix en aquest model animal. Els
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rendiments d’obtencié de CMMA son especifics de cada animal i no s’ha trobat cap relacié

que pugui servir per predir la qualitat del teixit en la extraccio.

e S’ha demostrat que les cél-lules compleixen els requisits que estableix
I'Interntational Stem Cell Society per considerar aquestes cél-lules com a CMMA. Les
cel-lules creixen en adheréncia amb aspecte fibroblastic, presenten multipotencialitat cap a
diferents llinatges (condrogénic, osteogénic i adipogénic) i mostren un marcatge
immunofenotipic correcte. Les CMMA son positives per a CD44 i CD90 i negatives per a
CD45 i HLA-DR.

e S’ha aconseguit expandir les CMMA fins a densitats cel-lulars maximes de 1E+05
CMMA/cm? en el cas ovi, i 5SE+04 CMMA/cm? en el cas de les humanes. Addicionalment
s’ha observat i constatat una relacio inversa entre l'indcul (densitat de sembra inicial) i la
velocitat especifica de creixement, quan més baix és lindcul, més alta és la velocitat

especifica de creixement.

¢ S’ha demostrat que la utilitzacié de sérum AB o autdleg com a suplement del medi
de cultiu és una alternativa valida per a I'expansié de CMMA, substituint aixi el serum fetal
bovi. Malgrat s’han observat problemes en alguns serums autolegs que no serveixen per
expandir algun tipus de CMMA en un individu especific, la realitzacié d'un pool séric, a
partir de diferents sérums autolegs, ha demostrat la seva efectivitat per ser utilitzat com a

suplement del medi en la expansio cel-lular.

e S’ha aconseguit fabricar el biopolimer de PLGA amb una porositat entre 0,3mm i
0,5mm que permet la colonitzaci6 homogénia d’aquest per part de les CMMA. S’ha
calculat el temps de degradacié al voltant dels 50-60 dies.

e S’ha desenvolupat un sistema de colonitzacié estéril i fiable que en 24 hores,
permet la introduccié del 80% de les CMMA que s'intenten colonitzar. El sistema esta
format per un minibioreactor amb una agulla que manté el biopolimer en la mateixa posicio

mentre el medi amb les CMMA en suspensio és agitat mitjangant un péndol magnétic.
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e Amb la col-laboracié d’especialistes en diversos ambits, s’ha aconseguit portar a
terme I'assaig preclinic, en el que s'extreuen els teixits, s'aillen les CMMA, s’expandeixen
durant 20-22 dies, es colonitzen a dintre de cilindres de PLGA i s'implanten

artroscopicament sobre una lesio osteocondral generada artificialment.

o Malgrat el nombre d’animals tractats i la disparitat de resultats, és evident que el
tractament és més eficag als 12 mesos. Aixi s'observa un component temporal de millora
de la qualitat del cartilag que es deriva del tractament aplicat. El tractament no ha estat
eficag en tots els individus, pero si en alguns, per tant existeix una variabilitat individual de
la qualitat de les CMMA autdlogues i de les caracteristiques intrinseques del pacient que

determinaran I'eficacia del tractament.

o Eltractament és local, i no presenta cap repercussio a nivell sistémic al no trobar-
se afectaci6 d'altres organs a les necropsies realitzades per especialistes
anatomopatolegs veterinaris. Amb I'excepcid d’un dels animals que va morir durant
I'experiment, per causes no relacionades amb el tractament, la resta dels animals van
presentar un estat de salut correcte. Durant els mesos que va durar I'experiment, els
animals no van presentar cap tipus de claudicacid, una vegada passats els 10 dies post-
operacio. Aixi doncs, queda demostrada la seguretat del tractament. S’ha demostrat que el
tractament que s’ha dissenyat i desenvolupat durant aquest treball, és segur als 6 i 12

Mesos.

e [’avaluacio mitjangant I'observacio macroscopica, microscopica i per imatges de
ressonancia magnetica nuclear (RMN), mostra uns resultats dispars entre els diferents
tractaments aplicats i entre ells mateixos. Es pot afirmar que el tractament més eficag als
12 mesos s’ha obtingut amb el constructe PLGA+CMMA provinents de moll d'os, ja que

mostra la maxima puntuacio histoldgica i macroscopica.

e Sha descartat la técnica de la RT-PCR per a l'avaluacio de les mostres
biologiques, ja que malmet les mostres i llavors no es poden analitzar mitjangant talls

histologics.

e L’avaluaci6 microscopica amb histologia és el sistema d’avaluacié que permet

determinar amb més certesa la regeneracio cel-lulars. S’han trobat casos d’'una puntuacio
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macroscopica alta i un bon aspecte en la imatge de RMN, perd amb una imatge

histologica que presenta fibrocartilag.

e En general, es pot afirmar que existeix correlacié entre la imatge de RMN i els
resultats histologic. Llavors, aquest sistema es podria validar per a l'avaluacié de la
regeneracié de cartilag hiali com a métode d’avaluacio no invasiu. Cal remarcar també
que en aquest estudi, la qualitat de les imatges de RMN suposen una limitacié per la seva

baixa resolucio (I'aparell disposava de 0,2 Tesla de poténcia).

o Pel que fa a les limitacions que ha presentat I'estudi, cal una caracteritzacié més
extensa de les CMMA a nivell molecular i fisioldgic, ampliar el nombre de marcadors de
superficie i realitzar assajos de tumorogenicitat en ratolins. El fet de provar els constructe
en els dos condils de l'articulacié pot afectar la seva carrega diferencial, per aixo calen
estudis de biomecanica sobre la distribuci6 de les carregues abans i després de 'aplicacio
del tractament. Les CMMA que s'utilitzen s’haurien de marcar amb algun compost que
permetés localitzar-les in vivo per demostrar que no migren cap a altres compartiments de
Iarticulacié o fora d’aquesta. Com a ultim apunt, seria necessari augmentar la poténcia de
la RMN fins a 1,5 Tesla per obtenir unes imatges de millor qualitat i més detallades per

poder correlacionar millor els resultats histologics amb les imatges de RMN.

e Tot i les limitacions, es pot afirmar que mitjangant un tractament basat en CMMA
de diversos origens colonitzades a dintre d'una biomatriu de PLGA, aplicat
artroscopicament sobre un lesié artificial, s’ha aconseguit regenerar i reparar una lesio
osteocondral i amb la generacié d'un teixit histoldgicament equivalent al cartilag hiali.
L‘estratégia que es recomana és resumeix en una terapia basada en una matriu de PLGA
colonitzada per CMMA provinents de moll d'os, a una densitat al voltant de 1,5-2E+07
CMMA/cm3 de biomatriu.

e L’aplicaci6 d’aquest tipus de tractaments en la clinica humana requerira d’un
estudi més exhaustiu i la fabricacid de tots els elements d’acord amb les normes de
correcta fabricacié (GMP).
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CAPITOL 7

MATERIALS | METODES

71 Linies cel-lulars.

En aquest treball de tesi, s’han aillat i caracteritzat diverses linies cel-lulars adherents amb
caracteristiques diferents per a la regeneraci6 de cartilag articular, cadascuna procedent d’un teixit
diferent i espécies diferents. En alguns casos s’han utilitzat protocols establerts a la literatura i en
altres s’han dissenyat i desenvolupat nous metodes per a l'aillament i I'expansié de les cél-lules
mare mesenquimals adultes. A continuaci6 es presenten el protocols d’aillament i obtencié de les

diverses linies cel-lulars utilitzades.

711 Cél-lules mare mesenquimals adultes (CMMA).

En aquest treball les linees cel-lulars provinents de teixits humans s’han utilitzat només per
a la seva caracteritzacio6 cinetica i fisioldgica, en canvi, les procedents del model ovi s’han estudiat
per a les aplicacions proposades, i concretament al capitol 4 i 5 per a la regeneracié de lesions
osteocondrals mitjangant un constructe biomatriu (PLGA) — cél-lula. En el cas dels teixits humans,

les CMMA de greix i moll d’'os varen ser aillades en laboratoris externs i cedides per a la seva
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caracteritzacio. En el cas de les CMMA del model ovi i el cartilag huma, I'aillament es realitza al

laboratori del grup d'investigacio propi.

Les solucions que s’han utilitzat son les seguents:

- Soluci6 de transport: PBS + antibiotics (estreptomicina 0,167 g/l i penicil-lina 0,075 g/l)

- Soluci6 enzimatica I: PBS + 0,1% (w/v) de col-lagenasa | de Sigma Aldrich (100 mg /) +
0,36 mM CaCl2 (0,04g/1). Es guarda congelada per a que no perdi activitat.

- Soluci6 enzimatica II: PBS + 0,5% (w/v) de col-lagenasa Il de Sigma Aldrich (500 mg /I) +
0,36 mM CaCl2 (0,04g/1). Es guarda congelada per a que no perdi activitat.

- Soluci6 de lisi d'eritrocits: 160 mM NH4Cl (8,56 g/l) en Phosphate buffered saline (PBS,

Invitrogen).

7.1.1.1 Aillament de CMMA procedents de moll d’os ovi.

- Es prepara el DMEM (invitrogen) suplementat amb serum 5 dies abans de
I'extraccio de moll d’os i realitza un test d’esterilitat, consistent en el cultiu d’aquest
durant una setmana. Es posen 2 mL del medi suplementat en una placa de pous
de 6 mL (Orange Scientific) i es deixa a l'incubador de CO, (Forma Scientific,
Incubador IR amb filtre HEPA ) a 37°C i 5%CO2 , per tal de poder donar per valid
el test d’esterilitat.

- L’extraccidé de moll d’os ha de ser duta a terme amb material heparinitzat i amb
extraccions de maxim 1 mL per zona d’aspiracio.

- EI'moll d’os s’ha de dipositar als tubs de centrifuga de 50 mL (Orange Scientific)
afegint 1 mL d’ACD-A (Grifols) estéril per cada 7 mL de moll d'os.

- La mostra de moll d’'os d’'ovella obtinguda es transporta des del lloc d’extraccio al
laboratori a temperatura ambient. Com a maxim podran passar 6 hores entre la
extraccid i el inici del processament.

- Es posa tot el volum de moll d'os en un flascd de cultiu de T-75 (TPP) mesurant el
volum amb una pipeta.

- Es treu una aliquota de 0,5 mL i es fa un test d’esterilitat amb dilucions seriades
com s'indica a continuacié. En 4 pous d’'una placa de 12 pous es posa 1mL de
DMEM + 10% sérum. S’afegeixen els 0,5 mL a un dels pous i s’homogeneitza.
S'agafen 0,5 mL d’aquest pou i es passa al seglent pou. Es repeteix 'operacié 2

vegades més.
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- Continuant amb I'extraccio, s’afegeix el mateix volum de PBS que de moll d'os i
s’homogeneitza bé.

- Es preparen tubs de 15 mL amb 7,5mL d’Histopaque 1,077 g/L (Invitrogen).

- A cada tub s'afegeixen 7,5 mL de moll d’'os amb PBS lentament i evitant que es
barregi amb I'Histopaque. Aquesta operacié és molt delicada, ja que és molt
important que no es trenqui la interfase que es forma un cop es diposita el moll
d’'os sobre I'Histopaque. Si es trenca aquesta interfase, la separacié per gradient
de densitat no resultara efectiva.

- Es centrifuga amb les condicions seguents: 1000G; 35 minuts; 22°C; Acceleracio
5; Fre 0.

Un cop fora de la centrifuga (5810R, Eppendorf) I'aspecte ha de ser com el de la figura 7.1.

Figura 6.1. Representacié esquematitzada esquematitzada i real de la zona d’on s'ailla la fraccié mononuclear.

- Es retira la fracci6 mononuclear amb una pipeta pasteur estéril de plastic evitant
agafar eritrocits i es diposita repartit a parts iguals en 2 tub de 50 mL.

- S'afegeix a cada tub de 50 mL el mateixos mL de PBS com de fraccio
mononuclear recollida

- Es centrifuga a 400 g 10 minuts.

- Es treu el sobrenedant, es resuspen el botd i s'afegeix 1 mL de solucié de lisi

d’eritrocits a cada tub de 50mL.
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- Esdeixa actuar durant 10 minuts.

- S'afegeixen 10 mL de PBS a cada tub de 50 mL.

- Es centrifuga a 400 g 5 minuts.

- Es treu el sobrenedant, es resuspen el boto i s'afegeixen 10 mL de PBS a cada
tub de 50 mL.

- Escentrifuga a 400 g 5 minuts.

- Es treu el sobrenedant i s'afegeixen 10 mL de DMEM suplementat al 10% amb
serum i es recull el contingut dels 2 tubs de 50 mL en un de 50 mL.

- Estreu una aliquota per realitzar un recompte cel-lular.

- Esfaun recompte cel-lular.

- S'utilitzen les seglents equacions per calcular les cél-lules totals i el nombre de

CMN per mL de moll d’os:

Cél-lules totals (CT)= CC-volumtotal de la suspensidcel-lular  (cél-lules)
Equacio 7.1

Concentraci6 CMN(Cgyy )= ol

(CMN/mimoll d'os)

moll d'os

- Es calcula el volum de suspensié cellular necessari per sembrar un flasco de 150
cm? T-150 (TPP) a 2E+05 cél-lules/cm?:

4E + 05 cells/cnf -150cm?
CcC

Volum per sembrar T—150 (V;_s, ) = (ml) Equacié 7.2.

- Es sembren dos flascons de 150cm?2 T-150 amb el volum Vr.150 més el volum de
DMEM suplementat al 10% amb sérum corresponent per tenir un volum de cultiu
final de 23,6 mL.

- Esguarden a l'incubador de CO.a 37°C i 5%CO..

- Tres dies després es treu el medi dels flascons, es guarda una aliquota per
mesurar glucosa i lactat amb YSI 2700 Select (Yellow Springs Instruments).

- Esfan 2 rentats amb 11,8mL de PBS.

- S'afegeixen 20 mL de DMEM suplementat al 10% amb sérum pool.

- Esguarden a l'incubador CO2 a 37°C i 5%COx.
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Els cultius s’han d’observar cada dia en el microscopi invertit de contrast fases
(Nikon, TMS).

Cada 72-96h després d’haver rentat les mononuclears, es fa un recanvi de medi.
Es treuen els flascons del incubador, i a la campana de flux laminar és descarta el
medi i es renova amb 23,6 mL de DMEM suplementat al 10% amb serum fresc.
Es guarda una aliquota per mesurar glucosa i lactat amb I'analitzador enzimatic
de glucosallactat de la companyia Yellow Spring Intruments (YSI, 2700 Select).
Aproximadament entre els dies 8-10 els cultius arriben a una confluéncia dels 80-

90%, llavors s’ha de realitzar, si escau, el subcultiu.

7.1.1.2 Aillament de CMMA procedents de cartilag articular ovi o huma.

Les mostres de cartilag huma i ovi han estat proporcionades per la Clinica ASEPEYO i el

departament de cirurgia animal de la facultat de veterinaria respectivament. En ambdds casos es

disposava de previ consentiment informat dels pacients humans i del permis de la Comissi6

d’Etica en I'Experimentacié Animal i Humana (CEEAH) de la UAB en el cas ovi (nimero 688).

L'obtenci6 del teixit i aillament de les CMMA es realitza sempre seguint el seglient protocol:
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L’obtencié de cartilag pot ser via artroscopica (huma, ovi) i, artrotomia (ovi) o
d’'una protesis de maluc (huma).

En el cas huma, es pot realitzar artroscopicament o des d’una protesis de maluc i
en ambdos casos s'extrau una petita biopsia de la zona blanquinosa on es troba
el cartilag hiali.

En el cas ovi, es pot sacrificar 'ovella i realitzar una antrotomia simple i extreure
petits fragments de cartilag hiali, o practicar una artroscopia, posada a punt durant
el projecte, per danyar minimament durant la cirurgia a I'animal.

Un cop el cirurgia extreu el cartilag, es traspassa a un tub estéril de 50 mL
(Orange Scientific) amb 10 mL de solucié de transport. El cartilag es processa
rapidament per obtenir fragments petits que es tallen amb un bisturi per facilitar la
posterior disgregacio enzimatica.

Es col-loquen els teixits fragmentats individualment en pous de placa de 6
(Orange Scientific) i s'afegeix la solucié enzimatica Il en un volum final de 0,2 mL.

Es deixa incubant a 37°C tota la nit en el incubador de CO,.
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- Durant el seguents dos dies es fan observacions al microscopi dels fragments de
cartilag en procés de disgregacié cel-lular. Es pot afegir 0,2 mL de Col-lagenasa
tipus Il (0,5mg/mL, Sigma Aldrich) si es considera que els macroagregats
cel-lulars s6n encara nombrosos i voluminosos.

- Un cop el procés de disgregacio6 ha finalitzat s’afegeixen 2 mL de DMEM a cada
pou i s'ajuda a disgregar amb la pipeta, traspassant tot el material a un tub de
centrifuga de 15 mL (Orange Scientific).

- A continuacié es centrifuga a 1800 rpm durant 10min. Es retira el sobrenedant.

- Es resuspenen les cél-lules amb 5mL de DMEM +10% sérum i es passa a un T-
25, afegint 3 mL més de DMEM+10% sérum. Es deixa cultivant a 37°C a
lincubador de CO».

- Amb una aliquota de la suspensio6 cel-lular anterior es fa un recompte cel-lular i es
determina la concentracio, la viabilitat i el rendiment d’obtencié de CMA.

- S'incuben a I incubador de CO2 a 37°C i 5%CO:

- Els cultius s’han d’observar cada dia en el microscopi invertit de contrast de fase.

- En el moment que s’observa la majoria de cél-lules amb morfologia mesenquimal
(fibroblastica) i adherents, aproximadament als 5-6 dies es fa un recanvi de medi.
Es treuen els flascons del incubador de COo, i a la cabina de flux laminar és
descarta el medi i es renova amb 10 mL de DMEM suplementat al 10% amb
serum fresc. Es guarda una aliquota per mesurar glucosa i lactat amb I'YSI (2700
Select).

- Aproximadament entre els dies 8-10 els cultius arriben a una confluéncia dels 80-

90%. Es el moment de fer el subcultiu.

7.1.1.3 Aillament de CMMA procedents de teixit adipds ovi.

- Cal aliquotar 15 mL de soluci6 de transport en tubs falcon de 50 mL i pesar
cadascun dels tubs falcons (per poder saber després el pes de teixit adipos
obtingut).

- Es treuen mostres de teixit adipds de la zona propera a la cresta iliaca.

- Un cop al laboratori es pesa cadascun dels tubs falcons i s’anota el pes.

- Es treu el falcon de la solucié enzimatica | del congelador i es deixa a I'incubador

de COz per a que assoleixi la temperatura de 37°C.
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- Elteixit es renta amb PBS 2 — 3 vegades per eliminar les restes de sang.

- Esdisgrega el teixit mecanicament mitjangant tisores esterils i bisturi esteril i una
superficie estéril (tapa d’'una placa de 6 pous).

- Es reparteix el teixit en tubs falcons (aproximadament 10 mL a cadascun).

- S'afegeixen 10 mL de la solucié enzimatica a 37°C (igual de volum que de teixit).

- Es deixa actuar I'enzim durant 2 hores amb agitaci6 (Placa d’agitacié a 37°C), sin6
a l'incubador (a 37°C) i barrejant manualment cada 15 minuts.

- Afegir 20 mL de PBS i centrifugar a 1500 rpm durant 5 minuts.

- Eliminar el sobrenedant i resuspendre el pelet en 10 mL de PBS

- Tornar a centrifugar 1500 rpm durant 5 minuts

- Eliminar el sobrenedant.

- Afegir 1 mL de la solucio de lisi d’eritrocits i deixar actuar durant 10 minuts maxim
a temperatura ambient.

- Centrifugar a 1500 rpm durant 5 minuts i eliminar el sobrenedant

- Resuspendre el pelet en 5 mL de DMEM + 10% sérum autoleg i fer passar per un
filtre estéril de nylon de 100 um (BD Biosciences). Si cal, fer passar DMEM + 10%
serum autdleg pel falcon antic i pel filtre per recuperar el maxim de cél-lules
possible.

- Treure una aliquota de 200 L i realitzar un recompte de cel-lules.

- Sembrar a 5E+03 cél-lules/cm? en flascons amb medi DMEM + 10% sérum
autoleg i deixar a l'incubador de CO2 a 37°C i 5%COx.

- Passades 24 hores observar al microscopi invertit de contrast de fase i si hi ha
cél-lules enganxades fer un recanvi de medi amb DMEM + 10% sérum autoleg

amb per eliminar les cel-lules no adherides, sin6 esperar fins a les 72 hores.

7.2 Manteniment de les linies cel-lulars.

Al treballar només amb linies cel-lulars animals adherents, els protocols de manteniment
seran els mateixos per a les diferents linies cel-lulars emprades al llarg d’aquest treball. Aquestes

linies cel-lulars es conserven en criotubs congelats en nitrogen liquid a la temperatura de -196°C.
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En el moment en que s’ha d'iniciar un experiment es descongela un dels criotubs i s'inicia un cultiu

en suspensio de les cel-lules.

Si es desitja preservar alguna de les linies obtingudes durant el treball es procedeix a la
seva congelacio i conservacio en nitrogen liquid. EI manteniment de l'esterilitat en tots aquests
processos és d’extrema importancia, per aquest motiu cal comprovar regularment I'abséncia de

contaminacions.

7.21 Congelacié.

En el procediment per a congelar les linies cel-lulars s'utilitzen els mateixos medis i
serums que s'utilitzen per als subcultius de les cel-lules corresponents. Per la preparacié de cada
criotub de cel-lules congelades els passos a seguir sén els que es mostren a continuacié. Cal tenir
en compte pero, que abans de procedir a la congelacié de la linia cel-lular és important que les
cellules estiguin dins la fase exponencial de creixement i que la viabilitat del cultiu sigui alta

(>90%). El procés de congelaci6 consta dels segiients passos:

- Es fan créixer les cél-lules a l'interior d'un flasco de cultiu de 75 0 150 cm?2 segons la linia
cellular a congelar, fins que la densitat cellular aconseguida sigui suficientment elevada.
Observar les cel lules a congelar al microscopi parant atencié a la morfologia cel-lular, la densitat
cel-lular (no ha d’excedir el 90% de la confluéncia) i contaminacions microbianes (utilitzant com a
minim els objectius de 10x i 20x). Descartar aquells cultius dels quals es tingui alguna sospita que

no compleixin els requisits anteriors.

- Es preparen els medis de congelacio:
MEDI I: Medi DMEM amb 10% (v/v) de serum . Es manté a temperatura ambient.
MEDI II: Medi DMEM amb 20% de sérum (v/v) i 10% (v/v) de dimetilsulfoxid (DMSO) (Sigma
Aldrich). Es manté a temperatura ambient.
- Tripsinitzar i inactivar la tripsina amb el medi de creixement.
- Treure una aliquota per comptar.
- Comptar les cél-lules viables i les totals a la cambra de Neubauer fent una dilucio
1:1 amb blau de tripa. Estimar el nombre de cél-lules totals i la viabilitat cel-lular.
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Els cultius en bon estat han de superar el 90% de viabilitat. Viabilitats més baixes
o la presencia de grans quantitats de restes cel-lular sén indicadors de condicions
de cultiu suboptimes o exhauriment dels nutrients. Aquests cultius no s’han de
congelar.

- Cada criotub (Nunc) ha de contenir 1E+06 cél-lules en 1 mL de medi de
congelacié. Calcular el volum de cél-lules necessari per a cada criotub i posar
totes les cel-lules de tots els criotubs en un tub de centrifuga

- Centrifugar a 1500 rpm 5 minuts .

- Treure el medi de cultiu i resuspendre el pél-let i afegir medi de congelacio Il (1,5
mL per cada criotub).

- Transferir les cél-lules en criotubs préviament identificats amb la seglent
informacio:

= Tipus cel-lular

= Nombre de ressembres

= Mediisérum amb els quals es cultiva la linia cel-lular

= Data de congelaci6

= Persona que ha congelat

- Es dipositen els tubs al Mr Frosty (Nalgene) omplert amb isopropanol i es posa el
Mr Frosty al congelador de -80°C durant 24h.

- Passades les 24h els criotubs es guarden al nitrogen liquid i s‘omple el registre
del tanc de nitrogen liquid.

- Verificar la viabilitat cel-lular, el nombre de cél-lules i el creixement cel-lular de
com a minim un dels criotubs, a partir de 24h després d’haver-los traspassat al
nitrogen liquid (veure el protocol de descongelacio). Cal omplir en el registre la

viabilitat cel-lular i el nombre de cél-lules del vial descongelat.

7.2.2 Descongelacio.

La descongelacié ha de ser un procés rapid per tal d'assegurar una recuperacié optima de
la cél-lula. El procés de descongelacié consta dels segiients passos:

- Es prepara la soluci6 de descongelacio:
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Medi DMEM amb 20% (v/v) de sérum autoleg o “pool”.

- S'agafa un criotub del congelador de nitrogen liquid i es posa a I'incubador de CO2 a 37°C.
Es important que la suspensio cel-lular no es deixi més temps del necessari per a descongelar-se
ja que el medi de congelacié porta DMSO, que és toxic per a les cel-lules.

- Quan s’ha desfet I'tltim tros de gel (5 minuts aproximadament) transferir el contingut de
cadascun dels criotubs en un tub de centrifuga de 15 mL.

- Diluir 1:1 amb soluci6 de descongelacio. Addicionar la solucié de descongelacio de la
seguent manera:

- 0,25mL—->2mina4°C

- 0,25mL—>2mina4°C
- 0,5mL->2mina4°C

- Afegir 10 mL del medi de cultiu amb un 10% de serum i treure una aliquota de 0,2 mL per
al recompte

- Comptar i calcular les céllules viables i la viabilitat cel-lular.

- Calcular el volum necessari per a sembrar nous cultius a un 40% de la confluéncia.

- Fer un recanvi de medi a les 24h per eliminar el DMSO restant.

7.2.3 Manteniment de les linees cel-lulars en cultiu.

Una vegada es disposa de la linia cellular descongelada, les cél-lules es cultiven en
flascons de 25 a 300 cm2. En el cas de cultiu de cél-lules mesenquimals de moll d’os no
s'aconsella la utilitzacié de flascons de 25 cm?, ja que la superficie d’adhesié és massa petita.
L'indcul utilitzat és de 1-6E+05 cél-lules vives/cm? per a les cél-lules mononuclears d'ovella
provinents de moll d’'os i de 1-4E+03 cél-lules vives/cm? per a les cél-lules mesenquimals. Els
cultius de cél-lules mesenquimals es ressembren, quan les cel-lules es troben en plena fase
exponencial, en un nou flascé de cultiu i amb els mil-lilitres de medi nou corresponent a la mida del
flascd. D'aquesta manera es proporciona de nou a les cél-lules tots aquells nutrients que s’estaven
exhaurint (glucosa, glutamina, altres aminoacids, vitamines o components del sérum) i s’eliminen
tots aquells subproductes cel-lulars que poden tenir un efecte toxic per a la cél-lula (amoni i lactat

que acidifica el medi).
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Al cultivar cél-lules animals adherents, per a la realitzaci6 de la ressembra cal provocar el
desenganxament de les cel-lules, i a continuacio ja es pot procedir al recompte cel-lular. Un cop
s’ha realitzat el recompte cel-lular ja es pot calcular el volum de medi amb cél-lules que cal
centrifugar per a poder obtenir I'indcul desitjat en el nou cultiu. Aquest calcul es porta a terme

aplicant la seguent equacio:

Ce-A2
V= E i607.3
o quacio

on
V és el volum de cultiu vell en mil-lilitres que cal centrifugar,

A; és l'area del flasco nou al que és realitzara la ressembra,

Cc1 és la concentracid cellular recomptada en la solucié de cel-lules desenganxades (en
cellules/mL),

Cc2 és la concentracio cel-lular lindcul que es vol tenir en el cultiu nou (en cél-lules/cm?).

Un cop calculat el volum de medi amb les cél-lules desenganxades, aquest ja es pot
centrifugar a 500g durant 5 minuts, s’elimina el sobrenedant i es resuspenen les cel-lules amb el
corresponent volum de medi fresc préviament temperat segons el flascé de cultiu nou i es posa al

seu interior. El nou cultiu ja es pot posar a incubar a 37°C , 90% d’humitat i 5% de COa.

7.2.4 Deshaderiment de cultius de cél-lules animals adherents

En el cas de les céllules adherents, per poder realitzar una ressembra, un recompte
cellular o simplement poder disposar de les cél-lules adherides en un flascd, primerament s’ha de
desenganxar les cél-lules de la superficie de creixement. L'Us de tripsina (enzim que degrada les
proteines d’'adhesio), és el métode més emprat. A continuacié es descriu el protocol a utilitzar amb
els volums adequats dels medis per a la tripsinitzacié d'un flascé de 25 cm2.

- Retirar el sobrenedant.

- Afegir 2 mL de PBS per a rentar el flascd de restes de sérum (el sérum inactiva I'efecte de
la tripsina).

- Afegir entre 0,5 i 1 mL de soluci6 de tripsina (0,05% de tripsina (Invitrogen) en EDTA) i

incubar a 37°C durant uns 5 minuts. Sha d’anar comprovant visualment si les cél-lules es
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desenganxen, per no allargar aquest pas més temps del necessari i evitar que els efectes de la
tripsina puguin degradar la membrana de la cel-lula.

- Un cop desenganxades, afegir el doble de volum de medi amb 10% de sérum que de
solucié de tripsina afegida i homogeneitzar. El sérum degut al seu alt contingut proteic inhibeix

I'efecte de la tripsina sobre les cél-lules.

7.2.5 Control de 'esterilitat dels cultius cel-lulars

Les caracteristiques intrinseques dels cultius de cél-lules animals, velocitats de creixement
cel-lular lentes i medis molt rics en nutrients, fan que aquests cultius siguin molt susceptibles a
possibles contaminacions. Per aquest motiu, una extremada cura en tots els processos de
manipulacié i un control regular de I'esterilitat dels cultius sén dos factors basics per evitar
l'aparici6 de qualsevol contaminacio en la linia cel-lular i d’aquesta manera poder realitzar un

correcte manteniment de la linia cel-lular.

La contaminacié per bacteris, fongs o llevats es comprova regularment observant els
cultius directament al microscopi Optic invertit de contrast de fase. En determinades ocasions es
pot deduir que hi ha contaminacié quan s’observen canvis en el color i terbolesa del medi de cultiu.
També és important realitzar un control regular de I'esterilitat dels medis de cultiu i de les diferents
solucions emprades durant els experiments com per exemple tripsina, PBS o aigua destil-lada. Per
a realitzar aquest control posar uns 2-3 mL del medi o soluci6 que es desitja comprovar en un dels
pous d’'una placa de 12 pous i incubar a 37°C durant un o dos dies. Després observar el contingut
del pou directament al microscopi Optic invertit de contrast de fase. També és convenient realitzar
aquesta operacié sempre que es cregui que hi hagi hagut un procés de manipulacié dubtos de

qualsevol de les solucions suposadament esteérils utilitzades.

7.3 Medis de cultiu i sérums.

Els medis de cultiu difereixen molt en funcié de I'organisme que s'utilitza. Normalment per
soques de linies cel-lulars d’animals els medis s'adquireixen ja preparats, bé sigui en format liquid
0 en pols. Durant aquest treball s’han utilitzat medis en format liquid comercials als quals no els cal
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cap procediment previ d’esterilitzacio, només els hi resta afegir els suplements necessaris, que

provenen de solucions estoc estérils.

7.3.1  Medi base de cultiu de céel-lules mare mesenquimals adultes.

El medi base que s'utilitza pel cultiu de cél-lules mesenquimals humanes és el Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (DMEM) Low Gucose (31885-049, Invitrogen). Aquest medi liquid

comercial conté les sals inorganiques, aminoacids i vitamines imprescindibles pel creixement de

les cellules animals. La seva composicio es troba detallada a continuacio a la taula 7.1.

Taula 7.1 Composicio del medi base de cultiu de cel-lules mesenquimals, el DMEM.

Components (g/l)

Sals Inorganiques Aminoacids Vitamines
CaCly 0.214 L-Arginine'HC 0.084 Choline Chloride 0.004
Fe(NOs)s-9H,0 0.0001  L-Cystine-2HCI 0.0626 Folic acid 0.004
MgSOs4 0.200 L-Glutamine 0.584 Myo-Inositol 0.0072
KCl 0.4 L-Histidine-HCI-H.,O  0.042 Niacinamide 0.004
NaHCOs 3.7 L-Isoleucine 0.105 D-Pantothenic acid-¥2Ca 0.004
NaCl 6.4 L-Leucine 0.105 Pyridoxal-HCI 0.004
NaH,PO4 0.111 L-Lysine-HCI 0.146 Riboflavin 0.0004

L-Methionine 0.030 Thiamine-HCI 0.004

L-Phenylalanine 0.066

Glycine 0.03

L-Serine 0.042

L-Threonine 0.095
Altres L-Tryptophan 0.016
D-Glucose 1 L-Tyrosine:2Na-H,O  0.072
Phenol Red-Na 0.015 L-Valine 0.094

7.3.2  El serum, suplement de medis de cultiu per cél-lules animals.

Aquesta variabilitat de components i factors presents en els sérum fa que el creixement de

cada linia cel-lular es pugui veure influenciat de diferents maneres, no només per el tipus de serum
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utilitzat, sind que el propi lot del sérum també pren molta importancia. Aixo fa que per a la
utilitzacié de un lot diferent de sérum, se n’hagi de testar el creixement. A la taula 7.2 es mostren

els tipus de sérum utilitzats per a les diferents linies cel-lulars cultivades.

Taula 7.2 Sérums corresponents pel cultiu de les diferents linies cel-lulars utilitzades.

Linia cel-lular Serum

Mesenquimals de moll d’'os humanes 10% Sérum AB huma

5 . ; -
Mesenguimals de moll d'os d'ovella 10% Foetal Bobine Serum o pool autdleg ovi

5 . : -
Mesenquimals de cartilag d'ovella 10% Foetal Bobine Serum o pool autoleg ovi

Mesenquimals de teixit adipos d'ovella 10% Foetal Bobine Serum o pool autoleg ovi

El sérum FBS emprat als experiments és subministrat per Invitrogen (10108-165, lot
462115F) en ampolles de 500 mL i s'emmagatzema a —30 °C. El sérum AB huma és subministrat
per el Banc de Sang i Teixits de Catalunya. En canvi el serum autoleg ovi es produia al laboratori

mitjangant el segiient protocol:

7.3.2.1 Extraccio de sang.

- S'immobilitza l'ovella, es rasura la zona de la jugular, es neteja i s’esterilitza amb
povidona iodada.

- Es punxa la jugular i s’extreu un volum de sang entre 100 i 250 mL (considerant
que s’obtindra aproximadament la meitat de sérum) amb una bossa d’extracci6 de
sang (Grifols).

- Un cop s’aconsegueix el volum desitjat, es pinga el tub i s’extreu l'agulla per que
no entri aire.

- Es fan 3 nusos al tub on hi ha l'agulla i es talla I'agulla per evitar punxades

accidentals.
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- Es manté la bossa a temperatura ambient entre 1 i 4 hores per que es formi el

quall.

7.3.2.2 Processament al laboratori.

- S'observa que les bosses tinguin un coagul, si és aixi es procedeix al seglent
pas.

- Es pesen les bosses de sang per tal d’equilibrar-les a la centrifuga. En cas que la
diferéncia de pes entre parelles sigui més gran de 5 g s’han d’afegir elements per
igualar els pesos a la centrifuga.

- Es fa una centrifugacio de les bosses amb posicid vertical amb la presa de
mostres a la part superior, utilitzant la centrifuga Beckman amb les condicions

seguents:

Rotor J10; 1300 g (en aquest cas 2800 rpm): 25 minuts; 22°C; Acceleraci6 2; Fre 1.

- Les bosses es mantenen en posicié vertical en un suport amb peu i aguantades
amb unes pinces per a que no es barregi el quall.

- Es punxa un dels ports de la bossa amb el punxé perforador esteril.

- Es desenrosca el tap i es buida el contingut de la bossa en tubs falcons de 50 mL
aguantant el quall per a que no bloquegi la sortida del liquid.

- Es centrifuguen els tubs falcons utilitzant la centrifuga Beckman amb les

condicions seguents:

Rotor J18; 1300 g (en aquest cas 3000 rpm); 25 minuts; 22°C; Acceleraci6 2; Fre 1.

- Es treu el sérum dels tubs falcons evitant emportar-se els eritrocits del pél-let i es
posa en tubs falcons de 50 mL nous.
- Es centrifuguen els tubs falcons utilitzant la centrifuga Beckman amb les

condicions seguents:

Rotor J18; 1300 g (en aquest cas 3000 rpm); 25 minuts; 22°C; Acceleracié 2; Fre 1.
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- Es treu el sérum dels tubs falcons evitant emportar-se els eritrocits del pel-let i
s'aliquota en tubs falcons de 50 mL nous omplint-los fins a 46 mL.

- Estanquen bé els tubs falcons i es segellen amb parafilm.

- S'identifiquen amb el lot corresponent a cada ovella.

- Es congelen els tubs falcons a -20°C un temps minim de 12h.

- Es descongelen els tubs falcons a temperatura ambient.

- Es realitza un test d’esterilitat amb plaques de 12 pous, testant el serum amb un
medi ric en nutrients (DMEM, Tryptose Broth (Invitrogen)) 50%.

- Es congelen els sérums a -20°C.

- Es deixen els tests a l'incubador de CO2 a 37°C durant 7-10 dies.

- Un cop s’ha considerat que els tests d’esterilitat sén correctes es pot inactivar per
fer un pool (en el cas que es vulgui utilitzar com a serum no autoleg).

- Es descongelen els serums a temperatura ambient.

- Es posen a un bany preescalfat a 56°C durant 30 minuts.

- S'ajunten totes les aliquotes de sérum en un recipient esteril i Shomogeneitza bé
amb una pipeta de 50mL.

- Saliquota el serum amb pipetes de 50 mL en tubs falcons de 50 mL fins a 46mL
excepte la ultima aliquota.

- S'identifiquen amb un nou lot corresponent a les ovelles de les quals prové el
serum.

- Es realitza un test d’esterilitat amb plaques de 12 pous, testant el serum amb un
medi ric en nutrients (DMEM, Tryptose Broth) 50%.

- Escongela a -20°C.

- Esdeixen els tests a I'incubador de CO> a 37°C durant 7 - 10 dies.

- S'observen els tests d'esterilitat microscopicament per veure qualsevol

contaminacid

7.4 Sistemes de cultiu de cél-lules animals.

Al llarg del treball, els cultius de cél-lules animals adherents s’han efectuat en diferents

equips de cultiu descrits a continuacio. Es poden diferenciar en dos grups basics, els sistemes
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comercials de cultiu estatic, utilitzats pel cultiu rutinari de les diferents linies de cultiu i també com a

cultius control amb mesures fora de linia dels experiments realitzats.

7.41 Sistemes comercials de cultiu estatic.

Sén sistemes estandards pel cultiu tant de cél-lules animals en suspensié com de cél-lules
animals adherents. En el cas de les cellules animals adherents, el volum de treball de medi ve
donat a partir la relacié de 1 mil-lilitre per cada 3 cm2 de superficie de cultiu. Dins dels sistemes
comercials de cultiu estatic, se n'utilitzen de diferents tipus al llarg del treball segons la utilitat

desitjada, tal i com es descriu a continuacio:

Els flascons de cultiu de poliestiré que s'utilitzen ja s’adquireixen estérils. S'empren
models diferents segons la superficie de cultiu: els de 25, 75 i 150 cm? segons la quantitat
desitjada de cel-lules i la seva grandaria. La preséncia d'un filtre de 0.22 um de diametre de porus
en el tap dels flascons permet el control del pH mitjangant l'intercanvi de gasos amb I'atmosfera
controlada de CO, de l'incubador. Aquests flascons s’han utilitzat basicament per mantenir les
ressembres de les linies cel-lulars, i realitzar els escalats de les cél-lules a partir de que es

preparen els indculs per als diferents experiments.

Les plaques de 6,12 i 24 pous, que es subministren esterils, son de poliestiré d'alta qualitat
i baixes en toxines i disposen d'una superficie de creixement per cél-lules adherents de 8,92 cm2.
Han estat utilitzades pels creixements control en els experiments, per a la realitzacié de recomptes
cel'lulars fora de linia i per la diferenciacid condrogénica, adipogénica i osteogénica. Les
condicions d’'Us estandard, per exemple, les utilitzades per a les plaques de 6 pous en els
experiments son la utilitzacié de 3 mL del medi de cultiu corresponent segons la linia cel-lular
utilitzada i situada a l'interior d’'un incubador que manté una temperatura de 37°C i una atmosfera

controlada d’aire amb CO,.
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7.5 Métodes analitics.

Els diferents métodes analitics utilitzats es comentaran a continuacio.

7.5.1 Analisi de la concentracio cel-lular.

Per tal de coneixer la concentracio cel-lular present en un cultiu de cél-lules animals
adherents, s'utilitza un microscopi invertit de contrast de fases (Nikon, TMS) i un hematocitdmetre
(Improved Neubauer Chamber, Brand). L’hematocitometre és un portaobjectes amb quatre camps
d’'un volum de mostra conegut i que contenen setze requadres gravats que faciliten el recompte de
les cél-lules presents a cada camp. El recompte cel-lular dels cultius de cél-lules animals

adherents varia segons la superficie de cultiu a la que es dugui a terme el creixement cel-lular.

7.5.1.1 Recompte directe.

Quan el creixement del cultiu es realitza en monocapa sobre una superficie de cultiu
plana, aleshores es pot realitzar una mesura directe del nombre de cel-lules viables, mortes, totals

i el percentatge de viabilitat que presenta el cultiu.

Préviament a efectuar el recompte cel-lular, s’ha de procedir al desenganxament de les
cellules protocol que s’ha de complementar amb un protocol de concentracio cel-lular quan es
sospita que la concentracid cel-lular de la solucié contenidora de les cél-lules és massa petita pel
recompte en hematocitometre, com per exemple quan es troben a estats inicials del creixement, o
tenim unes superficies de creixement petites. Aquest protocol de concentracid cellular es

resumeix a continuacio:

- Agafar una quantitat coneguda del medi amb les cél-lules i traspassar-ho en un eppendorf.
- Centrifugar a 500g durant 5 minuts.

- Aspirar el sobrenedant i resuspendre-ho en un volum petit conegut.

Un cop es té una solucid cel-lular adequada ja es pot procedir al recompte de la

concentracié cel-lular. Per diferenciar les cél-lules vives de les mortes, aquestes es tenyeixen amb
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una mescla 1:1 d’'una dissolucié de blau de tripa (Sigma, T8154) diluida al 0.2% (v/v) en PBS 0.1
M a pH 7.4 o NaCl 0.9% (p/v). El colorant només penetra a l'interior de les cél-lules mortes i els
ddna un color blavos. Per contra, les cél-lules vives es diferencien perfectament de les mortes pel
seu color blanc brillant. Per realitzar 'observacié al microscopi doncs es barregen 75 pL de mostra
del cultiu amb 75 pL de blau de tripa al 0.2% (v/v). Una gota de la dilucié es diposita a la zona de

recompte de 'hematocitometre i es cobreix amb un cobreobjectes.

A continuacio, es realitza el recompte de cel-lules viables i mortes en cada un dels quatre
camps. Els dos valors superior i inferior obtinguts, es rebutgen, mentre que dels altres dos se'n fa
la mitjana. El calcul de la concentracio de cel-lules present al cultiu es realitza mitjancant la
seguent formula:

my Ny

[Cél-lules/ml] = di =(n, +n,)1E + 04 Equacio 7.4
X

on
n1 i n2 sén el nombre de cél-lules comptades en els dos camps acceptats,
m és el nombre de camps comptats i té un valor de 2,

d és la dilucié amb blau de tripa realitzada i el seu valor és de 0.5,

V és el volum de mostra present a cada camp i té un valor de 1E-04 mL.

Aquesta formula és aplicable a les cél-lules viables i a les mortes. Un cop s’obté el numero
de cel-lules per mil-lilitre de solucié, s’ha de multiplicar pel volum total de tripsina i medi utilitzat pel
desenganxament de les cél-lules, tenint en compte si s’ha efectuat una concentraci6 cel-lular, en
els que s’afegeix el factor de concentracié corresponent. Una vegada obtingut el numero de

cel-lules totals, s’ha de dividir per la superficie de creixement utilitzada pel creixement cel-lular.

Finalment, Per obtenir el percentatge de viabilitat cal calcular el nombre total de céllules
(suma de les viables i de les mortes) i aplicar la seguient expressio:

Viabiltat [%] = coflues Viabl%é/-lules totals'100 EquaCié 75

7.5.2 Analisi enzimatic de la glucosa i lactat.

Les concentracions de glucosa i lactat de les mostres extretes durant els cultius es
mesuren amb un analitzador automatic de glucosa i lactat YSI (2700 Select). Aquest aparell
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disposa d'un eléctrode format per una fina membrana amb enzims immobilitzats que envolta un
anode de plati. Les molécules de D-glucosa o L-lactat presents a la mostra difonen a través de la
membrana, i pateixen una transformacio enzimatica per acci6 de la glucosa i la lactat oxidases,
aquestes reaccions alliberen electrons que son finalment detectats per I'eléctrode. La intensitat
dels senyals eléctrics produits és proporcional a la concentracio de cadascun dels dos substrats.
La mesura eléctrica no es veu afectada pel color, terbolesa, densitat o temperatura de la mostra, i
només precisa que l'aliquota presa per la mesura sigui filtrada o centrifugada amb anterioritat per

tal d'eliminar les cel-lules o impureses que puguin obstruir la membrana.

L'analitzador pren 25-50 pL de la mostra i retorna els valors corresponents de
concentracié de glucosa i lactat en g/L, amb un error aproximat de + 0.1 g/L. El rang de
concentracions que pot mesurar |'aparell oscil-la de 0.05 a 20.0 g/L per la glucosa i 0.05 a 2.00 g/L
pel lactat. Quan les mostres estan excessivament concentrades és necessari diluir-les amb aigua

ultrapura fins que les mesures entren en el rang de mesura.

7.5.3 Analisi genétic i histologic.

Al llarg del capitol 3, 4 i 5 s’han utilitzat estratégies de diferenciacié cel-lular per induir els
cultius de cél-lules mare mesenquimals a la diferenciacié cap a condrocits o avaluat les
caracteristiques del neoteixit format a partir dels tractaments aplicats a les lesions osteocondrals.
Aixi, per tal de poder observar el grau de diferenciacié obtingut en aquests cultius o teixits, cal
efectuar analisis geneétic, morfologic i histologic. Mentre que I'analisi morfologic es basa en una
observacio del cultiu cel-lular a través d’'un microscopi invertit de contrast de fase, pels analisis
genetic i histologic és necessari aplicar diferents técniques sobre els cultius a analitzar. Aquestes

tecniques es descriuen a continuacio.

7.5.3.1 Purificacié i quantificacio del RNA total.

Les técniques actuals d'analisi genetic d’un cultiu cellular es basa en determinar
I'expressid génica d’'una poblacié cel-lular a partir de I'amplificacio del propi RNA missatger
intracel-lular. L'amplificacio del RNA missatger es realitza mitjangant la tecnica anomenada de RT-
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PCR (reacci6 en cadena de la polimerasa amb transcripci6 inversa prévia) que consisteix en una
primera transcripcié inversa, on es copia el RNA missatger en forma de cDNA i una posterior

amplificacié del cDNA a partir de la técnica de PCR.

En conjunt, la técnica per RT-PCR es pot considerar molt sensible pel que fa a la poca
quantitat de RNA missatger necessari per a la correcta realitzacié de la tecnica, i especifica pel
que fa a I'estudi concret de I'expressié de determinats gens, ja que per a l'inici del procés de copia
del RNA missatger i posterior amplificacio es requereixen dos fragments complementaris al gen
que es vol estudiar i que serveixen com a motlles, amplificant de forma especifica el gen a
estudiar. Per tal de poder analitzar 'RNA, primer s’ha d’aillar de la resta de components cel-lulars i
amplificar-lo per tal que sigui més facil de detectar. Per tal d’'aconseguir aquest proposit, cal seguir
el protocol l'indicat en el Kit RNeasy Mini de Qiagen, que s’aplica a una poblacié cellular en
suspensio (provinents de la tripsinitzacié d’una monocapa o de la disgregacié d’un polimer), i amb

una concentracio cel-lular recomanable de 4-10E+05 cel/mL. Aquest protocol és el seguent:

- Es trenca amb 350 ul de buffer RLT i s’homogeneitza la mostra (s’han d’afegir 10 ul de -
mercaptoetanol per cada mL de buffer RLT que s’hagi d'utilitzar). S’afegeix el mateix volum que
tenim d’etanol al 70%. No s’ha de centrifugar després d’afegir etanol.

- Transferir la mostra a la columna RNeasy en un tub de 2 mL. Centrifugar durant 15 segons
a un minim de 8000g, descartar el liquid que ha travessat la columna.

- Afegir 350 pl de buffer RW1 a la columna RNeasy. Centrifugar durant 15 segons a un
minim de 8000g, descartar el liquid que ha travessat la columna.

- Afegir 10 pl de DNase | stock solution a 70 ul de Buffer RDD. Barrejar generosament
invertint el tub | centrifugar breument.

- Afegir DNase | incubation mix (80 pl) directament sobre la membrana de la columna i
col-locar a durant (20-30°C) 15 minuts.

- Afegir 350 ul de buffer RW1 a la columna RNeasy. Centrifugar durant 15 segons a un
minim de 8000g, descartar el liquid que ha travessat la columna.

- Afegir 500 pl de buffer RPE a la columna RNeasy. Centrifugar durant 15 segons a un
minim de 8000g, descartar el liquid que ha travessat la columna.

- Afegir 350 pl de buffer RW1 a la columna RNeasy. Centrifugar durant 15 segons a un
minim de 8000g, descartar el liquid que ha travessat la columna.

- Col-locar la columna RNeasy en un tub de 2 mL nou, centrifugar a maxima velocitat durant

1 minut.
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- Col-locar la columna RNeasy en un tub de 1.5 mL nou. Afegir 30-50 plI d’aigua RNase
free. Centrifugar durant 15 segons a un minim de 8000g, descartar el liquid que ha travessat la

columna.

7.5.3.2 Reacci6 en cadena de la Polimerasa amb transcripcio inversa prévia (RT-PCR).

Un cop es disposa del RNA aillat i analitzat, ja es pot procedir a la seva amplificacio,

utilitzant el Kit Titan one tub RT-PCR kit. El protocol es descriu a continuacio:

- Es preparen les solucions mare /i // (taula 7.4.).

- S'afegeix la soluci6 mare | a la solucié6 mare /I de cada gen, es dona un cop al tub per
homogeneitzar i es centrifuga breument per tenir la solucié en el fons del tub de PCR.

- Es col-loquen els tubs de PCR en el termociclador Gene Cicler (Bio-Rad) i S'inicia la
sequéncia d’amplificacié que es mostra a la 7.6.

- Una vegada ha finalitzat la RT-PCR, es pot observar el material amplificat a partir de
I'addicié del material resultant en un gel d’agarosa al 2% p/v amb la posterior aplicacié d’'un camp

eléctric.

Taula 7.4. Composicio de les solucions mare /i Il. Els oligos (FW i RV) es poden observar a la taula 7.5.

Solucié Mare / Solucié Mare Il
Component Control | Mostra Concentracio final | Component Control | Mostra
Aigua esteril 10.5 pL 14.5 uL - Tamp6 RT-PCR (5x) 10 uL 10 uL
dNTP mix 4 uL 4 L 0,2 mM Mescla enzimatica 1L 1L
Solucié DTT 2.5 L 25l 5mM Aigua esteéril 14 uL 14 uL
Inhibidor RNasa 1L 1L 5U Volum total 25 uL 25 L
Oligo control 2 UL - 0,4uM
Oligo FW - 1uL 0,4uM
Oligo RV - 1uL 0,4uM
RNA control 5uL - 10 pg
RNA motlle - 1L 14g-1pg
Volum total 25 pL 25 pL
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Gen Oligo Mida oligo (bases) Tm (°C) Mida gen (bp)
GAPDH FW CGGATTTGGTCGTATTGG 18 53 861
GAPDH RV TCAAAGGTGGAGGAGTGG 18 53,4 861
Col-lagen tipus Il FW  ACGGTGGACGAGGTCTGACT 20 65 141
Col-lagen tipus IRV~ GGCCTGTCTCTCCACGTTCA 20 65 141
Col-lagen tipus |[FW ~ CCACCAGTCACCTGCGTACA 20 65 460
Col-lagen tipus IRV~ GGAGACCACGAGGACCAGAA 20 65 460
Aggrecan FW CCGCTATGACGCCATCTGCT 20 65 375
Aggrecan RV TGCACGACGAGGTCCTCACT 20 65 375
Byglican FW CCATGCTGAACGATGAGGAA 20 65 204
Byglican RV CATTATTCTGCAGGTCCAGC 20 65 204
TGFb FW CGGCAGCTGTACATTGACTT 20 60 271
TGFb RV AGCGCACGATCATGTTGGAC 20 60 271

Taula 7.6 Sequéncia d’amplificacio utilitzada en el termociclador Gene Cicler (Bio-Rad).

N° de cicles | Temperatura(°C) | Duracié(min.) | Funcié
1 50 30 Transcripcid ARN-cADN
1 94 2 Desnaturalitzacié motlle
94 0,5 Desnaturalitzacio
35 55 0,5 Unié motlle-oligos
68 1 Allargament
1 68 7 Allargament addicional

Els resultats obtinguts s’han anat mostrant al llarg del capitol 4 en els corresponents
apartats d'analisi geneétic per a les aplicacions a la diferenciacié condrocitaria.
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7.5.4 Inclusié en parafina per histologia o criostat.

Cal processar les mostres per tal de poder fer blocs de parafina que posteriorment es
tallen al microtom. El cridstat €s un microtom dintre d’una cambra que es troba a -20°C, per tant
les mostres han d’estar congelades. En aquest cas s'utilitza CO2 gas i un crioprotector per a teixits
(Tissutek®), per congelar la mostra i aixi poder tallar al criostat. En canvi la parafinitzacié és un
procés que consta de banys successius en alcohols de graduacié creixent, per deshidratar la
mostra, seguits de 2 banys en xilé (aclariment) que fan de pont entre l'alcohol i la parafina.
Posteriorment les mostres passen per 2 banys calents de parafina liquida (infiltracid). EI procés

detallat és el seguent:

- Treure les mostres del fixador (formol o paraformaldehid).
- Netejar-les amb aigua corrent sota l'aixeta.

- Afegir etanol (OH) 50°: 1 hora temperatura ambient.

- Afegir OH 60°: 1 hora temperatura ambient.

- Afegir OH 70°  Fins 'endema.

- Afegir OH 80°% 1 hora temperatura ambient.

- Afegir OH 96° 1 hora temperatura ambient.

- Afegir OH 96° 1 h temperatura ambient.

- Afegir OH Absolut: 1 hora temperatura ambient.

- Afegir OH Absolut: 1 h temperatura ambient.

- Afegir Xilé I: 15 minuts temperatura ambient.

- Afegir Xile Il: 15 - 30 minuts temperatura ambient .
- Afegir Parafina I: Fins 'endema.

- Afegir Parafina II: Minim 3 — 4 hores.

7.5.5 Hematoxilina-Eosina.

Aquesta tecnica ens permet tenyir qualsevol tipus cel-lular i observar el nucli i el
citoplasma diferenciats. La Eosina és un colorat acid que tenyeix els nuclis de blau i 'hematoxilina

el citoplasma de rosa. Les solucions que s'utilitzaran son les seguents:
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- Alcohol-clorhidric (OH-HCI): HCI 2.5% en OH 96°.
- Aigua Amoniacal: Amoniac 0.3% en aigua destil-lada.
El protocol seguit és el seguent:

- Desparafinar i hidratar fins l'aigua destil-lada.

- Incubar amb Hematoxilina de Harris durant 3 minuts.

- Posar 5 minuts sota 'aixeta amb aigua corrent.

- Realitzar diferents passes consecutius de OH-HCL, aigua corrent, aigua amoniacal i aigua
corrent.

- Finalment es tenyeix amb Eosina 5 minuts.

7.5.6 Histologia de Safranina O.

L’analisi histologic i Immunohistoquimic permet, mitjangant la utilitzacié de colorants
especifics i anticossos respectivament, un estudi ampli de I'estructura cel-lular i morfologica de les
cellules que es troben incloses en teixits d'interés. Tal i com ja s’ha comentat anteriorment, la
histologia de Safranina O permet tenyir cartilag, mucines i mastocits. Tenyeix de color vermell-
carabassa els glicosaminoglicans de la matriu extracel-lular cartilaginosa, de color negre els nuclis
i de color verd-gris el citoplasma. El protocol d'aquesta tecnica, que es duu a terme a partir de

mostres préviament parafinades i tallades del polimer a analitzar, es detalla a continuacié:

- Desparafinar i hidratar amb aigua destil-lada.

- Incubar amb Hematoxilina de Weighert durant 10 minuts.

- Deixar 10 minuts sota I'aixeta amb aigua corrent.

- Incubar amb 0.02% Fast Green (44715, Fluka) durant 5 minuts.
- Es fa un pas per acid acétic 1% durant 3 segons.

- Incubar amb Safranina O (84120, Fluka) 0.1% durant 5 minuts.
- Es fan 10 passos amb Alcohol de 70°.

- Es fan 10 passos amb Alcohol de 90°.

- Es fan 10 passos amb Alcohol absolut.

- Es fan 10 passos amb Xile.
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7.5.7 Immunohistoquimica per Col-lagen tipus II.

La immunohistoquimica ens permetra saber, d’aquells teixits o agregats cel-lulars que es
puguin fixar en un lloc de parafina, la expressio o no de la proteina col-lagen tipus Il caracteristica
del cartilag hiali. Aquesta técnica ofereix una precisio molt alta ja que es basa en la utilitzacid
d’anticossos especifics, préviament marcat amb una molecula fluorescent, per la deteccid
d’antigens sobre mostres tissulars o citologiques. Els reactius principals son 'anticos primari de
col'lagen Il (Chemicon ref.. MAB 8887), l'anticds secundari i la streptavidina (KIT DAKO
Cytomation LSAB2 System-HRP. ref.: K0675) i el Liquid DAB Substrate-Chromogen system de

grau per a Us en laboratori. El protocol a seguir és el seguent:

- Les mostres histologiques es deixen a I'estufa 24 hores a 37 °C.

- Desparafinar i hidratar.

- Realitzar el desemmascarament enzimatic (Pepsina 0.1% en HCI 0.01N) durant 20 minuts
a temperatura ambient.

- Fer dos rentats amb PBS de 5 minuts cada un.

- Bloquejar la peroxidasa endogena amb H202 3% en aigua durant 30 minuts en una cubeta
d’agitacié a temperatura ambient.

- Realitzar 3 rentats de 5 minuts amb PBS+ 0,1 Trité (100 mL de PBS + 100uL de Tritd X-
100).

- Bloguejar unions inespecifiques amb 3% BSA PBS+Tritd durant 1 hora i 30 minuts a
temperatura ambient. Decantar I'excés, no rentar.

Aplicar I'anticos primari (dilucié 1:200 en 1% BSA en PBS-0.1%Trit6), amb 1mL per 10
portes (100uL per porta) posant-ho en eppendorf o tub petit durant tota la nit a 4°C (es pot cobrir

amb parafilm). Pel control negatiu, enlloc de 'anticos primari, utilitzar 1% BSA en PBS-0.1%Tritd.
- Realitzar 3 Rentats de 5 minuts amb PBS+ 0.1 Trité.
Aplicar I'anticos secundari KIT DAKO 1 durant 10 minuts a temperatura ambient.

- Realitzar 3 rentats de 5 minuts amb PBS-Tritd.

- Incubacié en Streptavidina Kit Dako2 durant 10 minuts a temperatura ambient.

- Realitzar 3 rentats de 5 minuts amb PBS.

- Revelar amb Diamiobencidina (DAB). 20mL de PBS més una aliquota de DAB a(450 pL a
25 mg/mL) + 2 L de H.O, Filtrar amb una xeringa Afegir la DAB a les preparacions i es controla

el color del teixit microscopicament durant 5 minuts. Per a parar la reaccié es submergeix la
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preparacid en PBS. Si no puja molt el color es poden deixar una estona més, pero si tarda molt es
poden retirar les mostres.

- Rentar amb aigua destil-lada.

- Incubar amb Hematoxilina de Mayer 25% en aigua desmineralitzada durant 1 minut.

- Rentar amb aigua corrent fins que viri i efectuar el corresponent muntatge.

7.5.8 Analisi de la diferenciacié condrogeénica in vitro.

La diferenciacio in vitro és un dels analisis a realitzar per demostrar la multipotencialitat de
les CMMA. Un cop les linies cel-lulars han estat establertes, es pot realitzar 'assaig quan es té un
nombre minim de cél-lules, al voltant de 8E+06 cellules. S’obté una suspensié cel-lular i es

realitzen el passos seguents per aconseguir el cultiu de pél-let per a 'assaig condrogeénic:

- Amb la concentracié cellular obtinguda (CT) es calcula el volum amb el qual s’ha de
resuspendre les cél-lules per obtenir una concentracio final (CF) de 1.6E+07cél-I/mL.

- Centrifugar el volum que conté les CT a 400g durant 10 minuts.

- Resuspendre el pel-let en DMEM suplementat amb serum autoleg ovi al 10%.

- Amb una placa de cultiu de 24 pous, omplir els espais buits entre els pous amb PBS esteril
per generar unes condicions de maxima humitat que es requereix per la generacié de micromass
pellet.

- Generar cultius de micromass pellet sembrant gotes de 5 yL de la solucio cel-lular
concentrada en el centre de cada pou.

- Després de cultivar durant 2 hores en condicions de maxima humitat, s'afegeixen 2mL de
medi de condrogenesis atemperat i es deixa a I'incubador de CO2 a 37 °C i 5%COs.

- Es realitza un recanvi de medi amb suplements de diferenciaci6 cada 3-4 dies.

- Mantenir en cultiu durant 15-20 dies.

- Retirar el medi i rentar amb PBS.

- Fixar amb paraformaldehid 4% durant 30 minuts.

- Rentar amb paraformaldehid 4% amb PBS dos cops.

- Rentar rapidament amb acid acétic 1% durant 10 segons.

- Tenyir amb safranina O 0.01% durant 5 minuts.

- Rentar amb PBS dos cops, afegir aigua destil-lada per neutralitzar I'acidesa, visualitzar al
microscopi i fotografiar els micromass pellet.
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7.5.8. Citometria de flux.

Per analitzar el fenotip de les diferents cél-lules mesenquimals s'utilitza la técnica de

citometria de flux. El citometre de flux és un aparell que ens permet identificar la preséncia o

abséncia d’'una determinada proteina préviament marcada amb un anticds unit a una molécula

fluorescent.

Es van estudiar un conjunt de marcadors o proteines de superficie. Els marcadors de

superficie (sovint abreviats com CD, de cluster of differentiation) son proteines de membrana amb

un domini extracel-lular, I'expressio o abséncia de les quals permet identificar un estat o tipus

cellular.

Els anticossos utilitzats sén els de la taula 7.7.

Taula 7.7. Anticossos utilitzat per a la determinacié fenotipica de les CMMA per citometria de flux.

Anticos Marcatge Isotip Casa Referéncia Clon
comercial
CD-45 PE lgG1 BD Biosciences 556627 5H9
CD-44 FITC IgG2bK BD Biosciences 555478 (G44-26
CD-90 PE lgG1 BD Biosciences 555596 5E10
HLA-DR FITC IgG2bK BD Biosciences 555560 TU36
Control isotip PE lgG1 BD Biosciences 340416 X40
lgG1
Control isotip FITC lgG2bK BD Biosciences 555742 27-35
IgG2bK

El protocol seguit va ser el seglient:

- Posar 5 uL de cada un dels anticossos en tubs de propilé de fons rod6é de 4mL per a
FACS (un per a FITC i l'altre per a PE).

- Posar 100 uL de la suspensio6 cel-lular en cada tub.

- Incubar durant 15 minuts a temperatura ambient i en la foscor.

- Afegir 2 mL de PBS i passar pel vortex suaument.

281




Materials i Metodes

- Centrifugar 5 min a 330 g, decantar el sobrenedant i resuspendre el pél-let amb 200 uL de
PBS.

- Analitzar el més aviat possible (maxim 1h) amb el citometre (FACS Calibur, BD
Biosciences® ) utilitzant el protocol corresponent per a cada parella de marcadors. S’analitzaran

unes 10.000 cél-lules viables per a cada marcador.

7.6 Mesures fora de linia: creixements paral-lels.

Al llarg dels diferents capitols s’ha vist necessari 'obtencié de mesures de concentracio
cellular efectuades fora de linia com a contramesura per a les diferents mesures en linia
desenvolupades al llarg del treball. Tal i com ja s’ha comentat a la introduccio, un dels problemes
de les mesures fora de linia de la concentracié cel-lular és la necessitat de destruccié del cultiu
cel-lular per tal de poder realitzar aquesta mesura. A més, al tractar-se de sistemes biologics, cal
efectuar repeticions de les mesures per tal de poder tenir una dada estadisticament més exacta,
fent que es necessiti una gran quantitat de creixements en paral-lel per a poder obtenir el
seguiment de la concentracid cel-lular fora de linia al llarg d’'un experiment. Aquest fet, fa que sigui
necessari efectuar la inoculacié d’aquests creixements en paral-lel amb una alta repetibilitat, de
manera que s’ha seguit el protocol seglent:

- Calcular el nimero de mesures de concentraci6 a fer (dies a mesurar, diferents cultius i
repeticions).

- Calcular el numero de cel-lules totals per engegar I'experiment a partir de la concentraci6
de linocul a utilitzar en I'experiment, multiplicat pel numero total de mesures de concentracid
(tenint en compte 2 mesures extra més per pal-liar possibles pérdues de volum).

- Calcular volum total de I'indcul comu tenint en compte que s'utilitzara 1 mL de I'indcul
comu per cada una de les mesures a fer (tenir en compte les 2 mesures extra).

- Tripsinitzar les cél-lules del preindcul, separar el nimero de cél-lules totals necessaries
per I'experiment i resuspendre-les en el volum total de linocul comu del medi de cultiu
corresponent.

- Inocular amb 1 mL de la barreja de cel-lules i medi de cultiu a cada un dels pous de cultiu
d’'una placa de 6 pous . S’ha de tenir en compte que, per aconseguir I'elevat grau d’homogeneitat
necessari per a obtenir unes mesures repetitives, cal agitar (suaument) constantment la barreja de

cél-lules i medi.
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- Afegir la resta de medi de cultiu a cada un dels pous fins a arribar al volum de treball

corresponent.

1.7 Fabricacio de matrius de PLGA.

Per la fabricacié de matrius de Poly Lactic Glycolic Acid (PLGA) s'utilitza el polimer
comercial de la casa NP Pharm, de caracteristiques PLGA 50:50 inherent i de viscositat 0.55-0.75.
Per a la generacio de porus per a la colonitzaci6é dels polimers resultants, s'utilitza Clorur Sodic
tamisat, mentre que com a dissolvent s'utilitza cloroform. La relacié de polimer i pordgen que

s'utilitza és 1:9.

El protocol utilitzat és el que s'il-lustra a la taula 7.8 i es descriu a continuacié (Caminal
2000) :
Taula 7.8. Esquema del procés per a la fabricacié de cilindres de PLGA mitjangant el filtrat del porogen per

obtenir una determinada porositat.

1. En primer lloc es col-loca el porogen en el tamissador
per a seleccionar el rang dels les particules de clorur

sodic. Es tamissa durant 30 minuts.

2. Un cop tamissat s’obtenen pordgen de diferents mides.
A la imatge tenim porogen de mida 0,3<@<0,5 mm.

3. Les particules de PLGA sdn unes esferes de color groc,

tal i com s’'observa a la imatge.
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4. Per fer les matrius, es pesen el porogen i el PLGA, tal i
com indica I'apartat 7.7 de Materials i Métodes. Es dissol
amb 15 mL de cloroform (triclorometa o triclorur de metil)

amb l'ajuda d’un agitador magnétic.

5. Un cop dissolt el PLGA en cloroform, amb un vidre de
rellotge es col-loca la dissolucié i s'aboca el porogen
(clorur de sodi) a poc a poc. Tal i com es va abocant el
clorur de sodi, es va remenant fins que el pordgen ocupa

tot I'espai i el cloroform s’evapora.

6. Per a formar la matriu, la mescla de porogen amb PLGA
dissolt es modela per a que tingui una forma de moneda
amb un gruix aproximat de 8-10mm. Un cop esta sec és
col-loca en abundant aigua destil-lada per a eliminar el
porogen. Normalment es deixa tota la nit per treure tot el

porogen de la matriu.

7. Un cop les matrius s’assequen del rentat amb aigua per
treure el porogen, es congelen durant 24 hores i s’han de
liofilitzar per extreure qualsevol traga del dissolvent
organic (cloroform). El procés dura unes 30-48 hores.

8. Finalment, quan la matriu ja esta liofilitzada, es van
tallant els cilindres amb un Biopunch de biopsia com els
que es veuen a la imatge. S'utilitza el de diametre de
4mm. Un cop es tallen, s'esterilitzen amb raigs gamma

dintre d’'un rang d'irradiacié acumulada entre 15-25 Gy.
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7.7.1  Colonitzacié de matrius de PLGA.

En primer lloc s’ha d’esterilitzar tot el material amb el que es treballa. Si la colonitzacié es
fa amb minibioreactor, es punxa el port polarografic amb una agulla esteril de 0,5x15mm,
préviament taponat amb un cilindre de tefl6. L'agulla ha d’estar inclinada cap a la paret i al fons, i
sense tocar amb els guants l'interior del minibioreactor es punxa la matriu per el centre del cilindre
deixant-la en un pla axial per a la seva colonitzacié. Es col-loquen els filtres, s'empaqueta el
conjunt en bosses individuals i es s’esterilitza mitjangant radiacié gamma a una poténcia variable
entre 15125 KGy.

- Un cop tenim les cel-lules que es volen introduir a dintre la matriu es resuspenen
en medi DMEM+10% Serum en un volum de 9-10 mL. Les cel-lules resuspeses
s'introdueixen estérilment a dintre del minibioreactor tal i com es mostra en la

figura 7.2.

Figura 7.2. Minibioreactor preparat per a la colonitzacio.

- El minibioreactor es colloca en un placa magnética amb control electronic de
I'agitacio. El rang de velocitats ha d’estar entre 120 i 200 rpm.

- Si es vol continuar I'experiment, un cop transcorregut el temps de colonitzacié, es
retira el medi amb les céllules restants i es recanvia per medi fresc
DMEM+10%FCS.
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7.8 Calculs.

Al llarg del treball s’han anat realitzant un seguit de calculs, ja sigui pel calcul de
parametres del cultiu cel-lular, com la velocitat maxima de creixement, velocitats especifiques de
consum de glucosa i de produccié de lactic i temps de duplicacid, o pel calcul d’altres parametres,
com per exemple el modul d’elasticitat dels polimers que s’han provat, i per 'avaluacié macro i
microscopica de la regeneracié de cartilag en els animals in vivo. El software utilitzat per realitzar
aquests calculs ha estat el Microsoft Excel® 7. En algun dels casos, per a una millor comprensi6
dels resultats, ha resultat interessant indicar la metodologia de calcul en I'apartat corresponent o

bé en un altre apartat dins d’aquest capitol de materials i metodes.

7.8.1 Avaluacié de la regeneracio de cartilag articular hiali.

Per a l'avaluacié de la regeneracié del cartilag hiali, s’ha realitzat un estudi de tipus doble
cec, amb la participacio de diferents especialistes. L'avaluacio macroscopica I'han realitzada
metges especialistes en traumatologia i la microscopica, metges i veterinaris especialistes en

anatomia patologica.

Per avaluar el grau de reparaci6 del cartilag articular a nivell macroscopic, s’han utilitzat
dos sistemes de gradacid: un elaborat per Oswestry i col-laboradors (van den Borne et al. 2007) i
laltre elaborat per Brittberg i Peterson (van den Borne et al. 2007) anomenat, escala ICRS
(International Cartilage Repair Society). Un cop el animals son eutanasiats, s’han realitzat
artrotomies per mostrar les articulacions i valorar la regeneracié del cartilag articular a nivell

macroscopic de forma independent en base als parametres establerts a la taula 7.9. i 7.10.

Taula 7.9. Sistema d’avaluacié macroscopica de la Internacional Cartilage Repair Society (ICRS) elaborat
per Brittberg i Peterson (van den Borne et al. 2007).

VALORACIO MACROSCOPICA REGENERACIO CARTILAG Qualificacié Punts
Grau de reparacié del defecte Anivellat amb el cartilag adjacent 4
75% de la lesié reparada 3
50% de la lesié reparada 2
25% de la lesio reparada 1
0% de la lesié reparada 0
Integraci6 de zona lesionada-reparada amb el cartilag adjacent | Completa 4

286




Aplicacio de cel-lules mare mesenquimals per a la regeneracio de cartilag articular

<1mm de separacid

>1mm de separaci6+75% de

>1mm de separaci6+50% de

25% de contacte o sense

Aparenga macroscopica del teixit de reparacié

Suau

Superficie fibril-lada

Algunes fissures

Moltes fissures

Gran degeneracié

O = N W & O | DN W

Taula 7.10. Sistema d'avaluacié macroscopica elaborat per Oswestry i col-laboradors (van den Borne et al.

2007).

VALORACIO MACROSCOPICA REGENERACIO CARTILAG

Qualificacio

Punts

Aparencga de la membrana sinovial

Normal

Lleugerament inflamada

Inflamada edematosa

Molt inflamada i engruixuda

Pannus sinovial

B~ W NN | O

Aparenca del cartilag

Nivell del teixit de reparacié respecte a la superficie articular

Anivellat

Elevat

Enfonsat

Integraci6 de zona lesionada-reparada amb el cartilag adjacent

Completa

Incompleta <25%

Incompleta>25%

Aparenga macroscopica del teixit de reparacié

Suau

Irregular (lleugerament)

Irregular (fibril-lacid)

Color de la zona

Perlat

Blanc

Groc

Rigidesa al tacte

Normal (com el cartilag)

Suau

Molt suau

O = N O] =[N O | DN O I N O] =~ DN

Per avaluar el grau de reparacié del cartilag articular a nivell microscopic, s’han utilitzat

dos sistemes de gradacio: un elaborat per la Internacional Cartilage Repair Society (ICRS) (Mainil-

Varlet et al. 2003) (taula 7.10) i I'altre elaborat per Mainil-Varlet i col-laboradors (Mainil-Varlet et al.
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2001) (taula 7.9). Els sistemes estan basats en la valoracid histologica independent dels

parametres que es llisten a les taules 7.11.17.12.

Taula 7.11. Sistema de gradaci6 histologica de la regeneracié de cartilag articular elaborat per Mainil-Varlet
i col-laboradors (Mainil-Varlet et al. 2001).

VALORACIO MICROSCOPICA REGENERACIO CARTILAG Qualificacié Punts

Morfologia del teixit Maijoritariament cartilag hiali

Maijoritariament fibrocartilag

Majoritariament fibros

Fibros

Tinci6 de la matriu (Safranina O) Normal

Moderada

Lleugera

Absent

Integritat estructural Normal

Organitzacié columnar

Sense organitzacio

Cavitats cistiques o disrupcions

Desintegracié severa

Clusters de condrocits Sense cllsters

<25% de les cél-lules

25-100% de les cél-lules

Formacio de la linea de marea Completa

76-90%

50-75%

25-49%

<25%

Formacié de I'os subcondral Bona

Regular

Sense formacio

Estructura de la superficie Normal

Alguna irregularitat

Fibril-laci6 moderada

Molt fibril-lada

Emplenat del defecte 91-110%

76-90%

51-75%

26-50%

<25%

N O = N WO | O 2| N WO O] = N O 2N W O DO DN W PO N WO DD W

Integracié lateral Integrat per tots els costats
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Inflamacio

Sense inflamacio

Integrat per algun dels costats 1

No integrat 0

Integracié basal 91-100% 3
70-90% 2

50-70% 1

<50% 0

4

2

0

Lleugera inflamacid

Molta inflamacié

Taula 7.12. Sistema de gradacio histologica de la regeneracié de cartilag articular elaborat per la
Internacional Cartilage Repair Society (ICRS) (Mainil-Varlet et al. 2003).

VALORACIO MICROSCOPICA REGENERACIO

CARTILAG

Qualificacio

Punts

Superficie

Llisa/Continua

Discontinuitats/Irregularitats

Matriu

Hialina

Mixta hialina/Fibrocartilag

Fibrocartilag

Teixit fibros

Distribucio cel-lular

Columnar

Mixta/Columnar-grups

Grups

Individuals/Desorganitzat

Viabilitat poblacié6 cel-lular

Predominantment viable

Parcialment viable

<10% viable

Os subcondral

Normal

Augmentat/Remodelat

Necrosis ossia/Teixit de granulacié

Desunié/Fractura

Mineralitzacié del cartilag(cartilag calcificat)

Normal

Anormal/Localitzacié inapropiada

O| W[ O = N WO = N W O] = DN W Of | N W o] w

Taula 7.13. Sistema de valoracié del contingut de proteoglicans i col-lagen tipus Il recomanat per la

Hollander i col-laboradors (Hollander et al. 1995).

VALORACIO TINCIONS REGENERACIO

CARTILAG Qualificacié Punts

Safranina O Normal 4
Lleugera reduccid 3

Moderada reduccio 2
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Greu reduccid

No tenyida

Col-lagen tipus Il Tota la matriu amb pérdua en la superficie

Superficial difus i pericel-lular en la part mitja i

Superficial difus i pericel-lular en la part mitja

Restringida a la zona superficial

Pericel-lular

o

No tenyit

Ol O = N W & O -

De cada mostra s’ha valorat la zona central de la lesio, els marges d'integracio al cartilag i
a l'os subcondral normal adjacent. Per valorar la quantitat de proteoglicans en la matriu del cartilag
articular s’ha realitzat en funcié dels resultats obtinguts amb la tincié de Safranina O, especifica
per a proteoglicans, i per a valorar el contingut en col-lagen tipus Il, s’ha realitzat en funcié dels
resultats obtinguts amb la immunohistoquimica per a col-lagen tipus II, seguint la gradacid
recomanada per Hollander i col-laboradors (Hollander et al. 1995). Els dos parametres queden

resumits a la taula 7.13.

7.8.2 Velocitat maxima de creixement i temps de duplicacio.

En la fase de creixement exponencial d'un cultiu cel-lular, on la velocitat de creixement és
constant i igual a la maxima velocitat de creixement a la que pot créixer el cultiu, la relacié entre la
concentracié cel-lular i el temps de cultiu es pot expressar amb les formules segients (I'equaci6

7.6 il'equacié 7.7, on s’han aplicat el logaritme neperia a cada costat de I'equacio 7.6).

Cc=Cc, -exp(u,,, -t) Equaci6 7.6
In(Cc)=p,, -t+In(Cc,) Equaci6 7.7

on
Cc és la concentracié cel-lular (Cc, indica la concentracio6 cel-lular inicial).
Mmax €S la maxima velocitat de creixement pel cultiu en questio.

t és el temps de cultiu.
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Per tant, 'obtencié de la velocitat maxima de creixement es pot realitzar de dues maneres
diferents. Per una banda, a partir de la representacié de la concentracié cel-lular en front el temps
de cultiu (figura3, eix de I'esquerra) es pot efectuar un ajust exponencial en la zona de creixement
exponencial (equacié 7.6), descartant els punts inicials que es troben en fase de laténcia i els
punts finals en el que el cultiu ja es troba limitat (en ambdds casos el cultiu no creix a la maxima

velocitat de creixement i, per tant, no interessen).

Per altra banda, la realitzacio d'un ajust exponencial no és sempre possible realitzar-la, de
manera que, representant els valors del logaritme neperia de la concentracio cel-lular respecte el
temps de cultiu (figura 7.3., eix de la dreta), es pot obtenir el valor de la velocitat maxima de
creixement a partir d'un ajust lineal de les dades (equacio 7.7). Altra vegada, cal descartar tant els
punts inicials que es troben en fase de laténcia com els punts finals en el que el cultiu ja es troba

limitat.

A la figura 7.3, es mostra un exemple de calcul de la velocitat maxima de creixement en

un cultiu de cel-lules CMMA per a ambdues metodologies.

100

r 13

Cc=2774,1 - 10143

=
o
!

ri1

[y
!

In (concentracié cel-lular)

O

In (Cc) = 1,0143 - t + 7,9281

Concentracié cel-lular (10* cél-l./cm?)

0,1 . . . ; ; r7

Temps (dies)

Figura 7.3 Exemple de calcul de la velocitat maxima de creixement per un cultiu de CMMA, a partir d’un
ajust exponencial directament de les dades de concentracié cel-lular (eix i formula de I'esquerra) o a partir
d'un ajust lineal de les dades del logaritme neperia de les mesures de concentracio cel-lular (eix i formula
de la dreta).

En ambdds casos, s'obté el mateix valor de la maxima velocitat de creixement que, per a

aquest cas, és de 1,0143 d-'. Tot i ser un dels parametres més importants a obtenir per un cultiu
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cellular, per a poder-nos fer una idea del que representa, é€s recomanable el calcul del temps de
duplicacié corresponent, que és el temps que tarda el cultiu en doblar un cop la concentracid
cellular, i es pot calcular a partir de I'equacio 7.8. En aquest exemple, el temps de duplicacio

corresponent a una velocitat de 1,0143 d-', equival a 0,68 dies (16,4 hores).

o = In(% ‘ Equacio 7.8

taup és el temps de duplicacio.

on

Mmax €S la maxima velocitat de creixement pel cultiu en questio.

7.8.3 Velocitats especifiques de consum i produccié de metabolits

Per tal de calcular les velocitats especifiques de consum de glucosa i de produccié d’acid
lactic en cultius de cél-lules animals, s'utilitzen les segiients equacions (equacions 7.9 i 7.10),
provinents dels balancos de substrats i productes en cultius animals.
AS =-q.-ICV Equaci6 7.9
AP =q,-ICV Equacié 7.10

on:
AS és el consum acumulat de glucosa (mesurada en pumols),

AP és la produccié acumulada d’acid lactic (mesurada en pmols),

ICV és la integral de cél-lules viables (mesurada en 1E+06 cel-lules - dia), que es calcula de la

seglient manera:
n-1
ICVn = _[ th = Z [xvm,i -(ti+1 _ti )] EquaCié' 711
0 i=0
on

Xvm,i €S la mitjana de les cél-lules viables en interval de temps entre ti+1 i t..

Per tant, a partir de la representacidé dels consums acumulats de glucosa i de lactic
respecte la integral de cél-lules viables al llarg d’un cultiu cel-lular, es podran obtenir les velocitats
especifiques, tant de consum de glucosa com de produccié de lactic, mesurades en pmols

292



Aplicacio de cel-lules mare mesenquimals per a la regeneracio de cartilag articular

I(1E+06 cél-lules - dia). A la figura 7.4 es poden observar les grafiques de consum de glucosa
(esquerra) i de produccié de lactic (dreta) respecte la integral de cél-lules viables per a un dels
cultius analitzats al llarg del treball. Amb els pendents de les rectes obtingudes ja s'obté els valors

de gs i p de les equacions 7.9 7.10.

35
80 80

w
S
L

r 30

-AP = 29,66 - ICV + 5,04
R2 = 0,999

r2s 60 4 r 60

-AP = 32,51 - ICV - 0,41
RZ = 0,996

N
1S3
L

r 20

40
ri1s

=
1)
L

r 10
20 1 r 20
AS=1739:1CV-029 AS=17,49 - ICV - 1,55

Consum de glucosa (umols acumulats)
- Produccio de lactic (umols acumulats)

Consum de glucosa (umols acumulats)
- Produccié de lactic (umols acumulats)

R2 = 0,999 °
s R2=0,989
0 T T T T 0 0 T T T T 0
0,0 0,2 04 0,6 08 1,0 0,0 05 1,0 15 2,0 2,5
ICV (106 cél-lules totals - dia) ICV (106 cél-lules totals - dia)

Figura 7.4. Velocitats especifiques de consum i produccié de metabolits per les CMMA en medi DMEM +
10 % sérum AB. Esquerra CMMA de cartilag hiali, dreta CMMA de moll d’os.
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CAPITOL 8

ANNEXOS

8.1. Valoracions histologiques i macroscopiques.

A continuaci6 es mostren les valoracions histologiques i macroscopiques realitzades per a

I'avaluacio de I'experiment pilot del capitol 4.

Taula 8.1. Puntuacions de l'avaluacié histologica realitzada pel Dr. Fabregas, Metge especialista
anatomopatoleg. En aquest cas s’ha utilitzat 'escala elaborat per Mainil-Varlet i col-laboradors
(Mainil-Varlet et al. 2001).

F6 |F6 |F12 ([F14 |F14 |[F16 |F16 |F17 |F17 |F30 |F30
Valoracié Cartilag GD /GE |[D |GD |GE |GD |GE |GD |GE |GD |GE

3 1 3 1 2 2 1 3 1 3 3
Morfologia del teixit

Tincid6 de la matriu|3 1 0 1 2 2 1 3 1 2 2
(Safranina O)

Integritat estructural

Clusters de condrocits

Os subcondral

Formacioé de la linea de |0 0 0 0 0 3 0 2 0 3 0
marea

Formacio de los |1 1 0 1 1 2 0 2 0 2 1
subcondral

Estructura de la|1 0 1 0 2 2 1 2 0 2 3
superficie

Emplenat del defecte
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2 1 0 1 1 1 2 0 1 2
Integracio lateral

3 3 0 0 3 3 0 3 0 3 2
Integracié basal

4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4
Inflamacié

Taula 8.2. Puntuacions de l'avaluacid6 macroscopica realitzada pel Dr. Fabregas, Metge
especialista anatomopatoleg. En aquest cas s’ha utilitzat I'escala ICRS (van den Borne et al.

2007).
F6 |F6 |F1 |F12 |F14 |F14 |F16 |F16 |F17 |F17 |F30 |F30
Valoracié Cartilag GD |GE |[2D |GE |GD |GE |GD |GE |GD |GE |GD |GE
3 312 1 |2 [3 [2 [4 |1 [2 |1
Grau de reparacio del defecte
Integraci6 de zona lesionada- | 4 0 |4 1 4 4 4 4 1 4 1
reparada amb el cartilag adjacent
Aparenga macroscopica del teixit| 3 3 |3 |2 3 |1 3 |3 |3 |3 3
de reparacio

Seguidament es mostren les valoracions histologiques i macroscopiques realitzades per a

l'avaluacio de I'assaig preclinic del capitol 5.

Taula 8.3. Puntuacions de l'avaluacié histologica realitzada per la Dra. Rabanal, Veterinaria
especialista anatomopatologa. En aquest cas s'ha utilitzat I'escala ICRS (Mainil-Varlet et al. 2003).

Animals
F63 F57 F58

HHEHEIHEEHEEEE
Valoraci6 Cartilag
Superficie 0f 3| 0| 0f O] O/ O] O] O O] O] O
Matriu 0| 2 2| 0] 1] 3] 0] 3] 3] 0] 3] 2
Distribucié cel-lular 0| 0| 0] 0] O 2 1] 2| 3| 0] 3] 2
Viabilitat poblacié cel-lular 2| 3| 2| 0] 3] 3| 3| 3] 3| 2| 3] 3
Os subcondral 11 0 0] 2] 0] O] 0] O 1] 2]2/0] ©
Mineralitzacié del cartilag(cartilag calcificat)| 0| 0| 0] 0] 0| 0| 0| 0] 3] 0] 3| O
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Animals
F59 F44 F61 F52
SHEHEHEREIHEEHEREE
Valoracié Cartilag
Superficie 0| 0| 0| O] O/ O Of O] O 3] O] O] 3] 0| 0] O
Matriu 31 3] 2| 2| 3| 3| 3| 2| 3] 3] 2] 2] 1] 2| 2| 3
Distribuci6 cel-lular 21 2] 21 1] 21 21 0] 0] 2| 2| 3| 2| 0] 2| 0] 2
Viabilitat poblacio cel-lular 31 3] 3| 2] 3| 3| 3| 3| 3] 3] 2] 3] 3] 3| 3| 3
2/ 2/ 2/
Os subcondral 0 0 21 0] 0] 2| 2| 2] 3| 3| 2| 0] 3] 0] 2] 0
Mineralitzacié del cartilag(cartilag
calcificat) 0| 0| 0| O] O/ O O O] O 3] O] O] 3] 0| 3| O

Taula 8.4. Puntuacions de I'avaluacié macroscopica realitzada per els seglients especialistes: Dr.
Barrachina, Metge especialista traumatoleg (Avaluador A), Dr. Garcia, Cirurgia veterinari
(Avaluador B), Llic. Carla Fonseca, veterinaria (Avaluador C). En aquest cas s’ha utilitzat I'escala

Oswestry (van den Borne et al. 2007).

Animals

AVALUADOR A F63 F57 F58

w WAool w|wWwaoaolw|Wa|la

o|5|o|3|o|3|o|8|c|5|o|3
Valoraci6 Cartilag
Aparenga de la membrana sinovial 0 0] 0] 0] 0] OJO] O] O] 0J]O]O
Nivell del teixit de reparacié respecte a la superficie
articular 0| 0| 2/ 0] 2| 0] 2, O] 0] O] O] O
Integraci6 de zona lesionada-reparada amb el
cartilag adjacent 11 1] 21 1) 21 0] 2y 0] 1] 0| O 1
Aparenga macroscopica del teixit de reparacié 0| 20 1] 0] 1] 0] 1| O 2| 1] 1| 2
Color de la zona 10 20 20 1) 1] 1] 1] 1] 2] 1] 1] 2
Rigidesa al tacte 20 11 21 11 2] 0] 20 0] 2] 1] 2] 2
AVALUADOR B

SHEIREHEHEIEEE
Valoraci6 Cartilag
Aparenca de la membrana sinovial 0[] 0/ 0 0, 0] 0,0 0] 0]0]O0]O
Nivell del teixit de reparacié respecte a la superficie
articular 0| 21 21 0] 2] 0] 2, 0| 2/ 0] O] O
Integracié de zona lesionada-reparada amb el
cartilag adjacent 11 2] 21 1] 21 0] 21 0] 2] 0] 1] 0
Aparenca macroscopica del teixit de reparacio 10 20 20 1) 1] 1] 2] 1] 1] 1] 1] 2
Color de la zona 0| 21 2] 0 2| 1] 2| 1| 1| 1] 1] 2
Rigidesa al tacte 0 1] 2] 1 2] 1] 2] 1] 1] 1] 1] 1
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AVALUADOR C
Wy alowWnonow oo
o|&|oc|3|o|d|o|3|o|5|o|3
Valoracio Cartilag
Aparenca de la membrana sinovial 0[] 0/ 0/ 0,0, 0,0, 0] 0]0]O0O]O
Nivell del teixit de reparacié respecte a la superficie
articular 0] 11 2] 0] 2/ 0] 21 0] 0] 0] 0] 2
Integraci6 de zona lesionada-reparada amb el
cartilag adjacent 0] 0] 20 0| 2] 0] 2] 0] O] O] O] 1
Aparenga macroscopica del teixit de reparacié 11 20 11 0] 1] 0] 1] O 1] 1] 1] 2
Color de la zona 11 2] 211 21 0] 2] 0] 0 0] O] 2
Rigidesa al tacte 11 20 21 1) 1] 0] 1] 0] 1] 1| 1| 2
Animals
AVALUADOR A F59 F44 F61 F52
wwnNna|w|wnOo|w|wWwnn 0o |jw|wlin|aea
cldlcl3dlcdclGlcldlc|3od B
Valoraci6 Cartilag
Aparenca de la membrana sinovial 0{0/0[/0/0]0]0[0]0]0]jJ0O]J0OJ0O]O0O]O0O]O
Nivell del teixit de reparacio respecte a la
superficie articular 0{0/0[0/0]0]0]0]2]2]2]22[0]2]0
Integracié de zona lesionada-reparada
amb el cartilag adjacent O 1] 1111117012121 2]2]2[1]1]1
Aparencga macroscopica del teixit de
reparacio 111 1] 1] 1] 1]1]0] 22| 2|22]0|2]2
Color de la zona 2121111122 1]2|2]2]2]2]1]2]2
Rigidesa al tacte 111112111 2)0212121201)10 1
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